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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Abkürzung Bedeutung 
°C Grad Celsius 
µ Mikro- 
2A 2A Peptidsequenz des FMD Virus 
A Ampere 
A Adenosin 
A. dest. Aqua destillata, destilliertes Wasser 
Abb. Abbildung 
APS Ammoniumpersulfat 
bp Basenpaar(e) 
BSA bovines Serumalbumin 
C Cytidin 
CAV1 Caveolin-1 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
Da Dalton 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 
ECL enhanced chemiluminescence, verstärkte Chemilumineszenz 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGFP enhanced green fluorescence protein, Protein mit verstärkter Grün-
fluoreszenz 
et al. und andere 
For forward, vorwärts 
g Gramm 
g Erdbeschleunigung 
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G Guanosin 
Gy Gray 
h Stunde(n) 
H2O Wasser 
H2O2 Wasserstoffperoxid 
HBSS Hank‘s Balanced Salt Solution 
I-E IRES-EGFP 
ICQ Intensity correlation coefficient, Intensitätskorrelationskoeffizient 
(Li) 
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IR ionizing radiation, ionisierende Bestrahlung 
IRES internal ribosomal entry site, interne ribosomale Eintrittsstelle 
JNK c-Jun N-terminale Kinase 
k Kilo 
l Liter 
LB lysogeny broth, Nährmedium für Bakterienkultur 
M molar 
m Milli- 
MDR1 multidrug resistance 1, Multidrug-Resistenz 1 
min Minute(n) 
MOI multiplicity of infection, Faktor infektiöser Viruspartikel pro Zelle 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
n nano- 
NeoR Neomycinresistenz 
NP-40 Nonidet™ P-40 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlösung 
pH potentia hydrogenii, Säuregrad 
PJ Propidiumjodid 
Ponceau S 3-Hydroxy-4-(2-sulfo-4-(sulfo-phenylazo)phenylazo)-2,7- 
naphthalindisulfonsäure 
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PVDF Polyvinylidenfluorid 
qPCR quantitative polymerase chain reaction, quantitative Polymer-
asekettenreaktion 
Rev reverse, rückwärts 
RFI Relative Fluroeszenzintensität 
RIPA Radioimmunopräzipitationsassay-Puffer 
RPMI Roswell-Park-Memorial-Institute 
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 
SFK SRC family kinase(s), Kinase(n) der SRC Familie 
T Thymidin 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TBS tris buffered saline, Tris gepufferte Salzlösung 
TBS-T TBS mit 0,1 % Tween 20 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
V Volt 
v/v Volumen pro Volumen 
w/v weight per volume, Masse pro Volumen 
WPRE Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element, 
WHV posttranskriptionales Regulationselement 
X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galaktopyranosid 
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1 EINLEITUNG 
1.1 Bestrahlung in der Tumortherapie 
1.1.1 Tumorerkrankungen 
Für das Jahr 2012 schätzte die Weltgesundheitsorganisation 14 Millionen Krebs-
neuerkrankungen und 8,2 Millionen krebsassoziierte Todesfälle 1. Schädigungen der 
DNA, die z. B. durch genetische Prädisposition, Umwelteinflüsse, Lebensgewohnhei-
ten und virale Infektionen ausgelöst werden, sind die Grundlage der Entstehung von 
Krebs. Neben UV-Strahlung, die Basendimere hervorruft, und ionisierender Strahlung, 
die zu DNA-Strangbrüchen führt, sind alkylierende Agenzien exogene Substanzen, die 
schadhafte DNA-Veränderungen auslösen. Auch endogene Prozesse können zu 
DNA-Schäden in Form von Basenverlust, Basentransition und Basentransversion füh-
ren, z. B. während der Replikation, wenn Fehler nicht durch die Korrekturlese-Funktion 
der DNA-Polymerasen δ und ε verhindert werden. Bei Einschränkung der zelleigenen 
Reparaturmechanismen (siehe 1.2.2) steigt die Menge an DNA-Schäden und kann so 
die Krebsentstehung begünstigen 2. 
1.1.2 Tumortherapie 
Die derzeit mehr als 200 bekannten Tumorarten stellen eine heterogene Gruppe 
dar, innerhalb der es Unterschiede u. a. bezüglich Ursprungsgewebe, Malignität und 
Behandlungserfolg gibt 3. Bestrahlung, operative Entfernung und Chemotherapie stel-
len die drei grundlegenden Behandlungsmodalitäten von Tumoren dar, die häufig auch 
in Kombination eingesetzt werden. Die operative Entfernung ist besonders bei nicht 
metastasierten Tumoren geeignet. Bei inoperablen Tumoren oder zur Vermeidung der 
Nebenwirkungen einer Operation eignet sich die Behandlung mit ionisierender Strah-
lung, die gute Langzeit-Tumorkontrolle erzielt, aber auch als palliative Behandlung ein-
gesetzt wird. Schätzungsweise mehr als die Hälfte aller Krebspatienten erhält eine 
Strahlentherapie 4. Die Intervention mittels Chemotherapie zielt bei der Behandlung 
auf den kurativen Effekt ab, aber auch als adjuvante Therapie auf eine Minderung der 
Krankheitssymptome und die Eindämmung des Fortschreitens der Erkrankung. Re-
zidive oder Metastasen können auftreten, wenn die entarteten Tumor-(stamm-)zellen 
nicht restlos entfernt oder inaktiviert wurden.  
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1.1.3 Bestrahlung in der Tumortherapie 
Der Einsatz von ionisierender Strahlung zur Tumorbekämpfung führt neben der 
Zerstörung von Krebszellen auch zur Schädigung von umliegendem Normalgewebe. 
Die Erhöhung der Bestrahlungsdosis zur besseren Tumorkontrolle, ist durch die Induk-
tion schädlicher Effekte im gesunden Gewebe limitiert 5. Die therapeutische Breite 
kann durch zwei Ansätze verbessert werden: einerseits durch die Strahlensensibilisie-
rung des Tumors (bessere Tumorkontrolle bei vergleichbarer Verträglichkeit), anderer-
seits durch Radioprotektion von gesundem Gewebe (weniger Normalgewebsschäden 
bei gleichen Heilungsraten) (Abb. 1). 
 
Abb. 1: Die therapeutische Breite in der Strahlentherapie. Die therapeutische Breite ist das Fenster 
zwischen der Dosis, die eine Tumorkontrolle erreicht und der Dosis, die die Normalgewebskomplikatio-
nen auslöst. Sowohl Tumorsensibilisierung als auch Radioprotektion tragen zur Erweiterung der thera-
peutischen Breite bei. Modifiziert nach 5. 
Physikalische und biologische Ansätze zur Verbesserung der Strahlentherapie 
Das entscheidende Ziel bei der Strahlentherapie ist die effektive Behandlung von 
Tumoren und gleichzeitig die Schonung von gesundem Gewebe. Moderne Bildge-
bungsverfahren (MRT, PET), die dreidimensionale Bestrahlung und die Verwendung 
von Multilamellenkollimatoren stellen nur einen Teil der Möglichkeiten dar, dieses Ziel 
zu erreichen. Eine weitere Vermeidung der Strahlenexposition von gesundem Gewebe 
kann durch intraoperative Strahlentherapie erreicht werden. Auch die Art der Strahlung 
kann zu einer Verbesserung beitragen: Elektronenstrahlung mit begrenzter Reichweite 
ist vorteilhaft für oberflächennahe Zielvolumen, während Protonenstrahlung für die Be-
strahlung tiefer Strukturen nützlich ist 6, 7. 
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Bei Tumoren mit reduzierter Fähigkeit zur DNA-Reparatur 8-10 kann durch fraktio-
nierte Bestrahlung mit niedrigen Einzeldosen die Gesamtdosis erhöht werden. Kombi-
nationstherapien aus Radio- und Chemotherapie, beispielsweise mit Zytostatika wie 
Cisplatin, 5-Fluoruracil oder Doxorubicin, können zur Verbesserung des Therapieer-
folgs eingesetzt werden. Therapieansätzen, die auf molekularer Ebene gezielt Tumor-
zellen angreifen, werden als targeted therapies zusammengefasst.  
Insgesamt sind die Therapiemöglichkeiten vielfältig, stoßen jedoch dann an ihre 
Grenzen, wenn Tumor und gesundes Gewebe nicht deutlich abgrenzbar sind und das 
therapeutische Fenster zu eng ist, wie bei bestrahlungsresistenten Tumoren oder be-
sonders strahlensensiblem Normalgewebe. Das zunehmende Verständnis biologi-
scher Prozesse nach Bestrahlung kann an dieser Stelle dazu beigetragen, Tumorpa-
tienten mit verbesserten Therapiekonzepten zu behandeln. 
1.2 Strahlenbiologie 
1.2.1 Strahlenwirkung 
Die Wirkung ionisierender Strahlung kann zeitlich betrachtet in eine physikalische, 
chemische und biologische Phase unterteilt werden. Ein Teil der Strahlungsenergie 
wird innerhalb von Pikosekunden nach Passage zellulärer Strukturen auf atomare 
Strukturen übertragen. Wird bei hochfrequenter Bestrahlung (UV-, Röntgen- oder 
Gammastrahlung) ein Photon absorbiert und dadurch ein Elektron aus seiner Bindung 
gelöst (Ionisierung), spricht man vom photoelektrischen Effekt. Wird das freigesetzte 
Elektron auf ein höheres Energieniveau gehoben, spricht man von Exzitation. Bei aus-
reichender Energie können diese veränderten Atome und Sekundärelektronen weitere 
Ionisierungen und Exzitationen auslösen, die in Form von für ionisierende Strahlung 
typischen Clustern auftreten. Einzel- und Doppelstrangbrüche der DNA zählen zu da-
raus resultierenden direkten Strahlenschäden 11. 
Weitere Prozesse bei der Wechselwirkung von Gammastrahlung mit Materie sind 
Compton-Effekt und Paarbildung. Beim Compton-Effekt überträgt ein Photon seine 
Energie auf ein Elektron und bewegt sich dann mit reduzierter Energie (größerer Wel-
lenlänge) in eine andere Richtung weiter. Mit steigender Photonenenergie nehmen 
Compton- und Fotoeffekt ab und Paarbildung zu. Bei der Paarbildung wird die Energie 
des Photons derart umgewandelt, dass ein Elektron und ein Positron entstehen. 
Bei der Einwirkung von ionisierender Strahlung auf DNA unterscheidet man die 
direkte Strahlenwirkung auf Biomoleküle (v. a. DNA) und die indirekte Strahlenwirkung, 
  Einleitung 
7 
die über die Radikalisierung von Wasser verläuft (Reaktionen unter (1): Entstehung 
freier Elektronen e¯, Protonen H+ und Hydroxyl-Radikale OH•); Reaktionen unter (2): 
das entstandene Elektron wird von einem anderen Wassermolekül aufgenommen, was 
zu einem Hydroxidion (OH¯) und einem Wasserstoffradikal (H•) zerfällt). Die Radikali-
sierung von Wasser hat weitere Effekte zur Folge, wie die Entstehung reaktiver Sau-
erstoff- und Stickstoffspezies, die Molekülbindungen umliegender Strukturen, z. B. von 
Lipiden und Proteinen, zerstören (Reaktionen unter (3)) 12, 13. 
(1) H2O   → H2O+• + e¯ 
H2O+•  → H+ + OH• 
(2) H2O    + e¯  →  H• + OH¯ 
(3)  Biomolekül X-H + H•  →  X• + H2 + XH•2 
Biomolekül X-H + OH•  →  X• + H2O + XHOH• 
Biomolekül X-H + e¯  →  X¯ + H• 
Im Übergang zur biologischen Phase werden innerhalb von Sekunden bis Tagen 
zelluläre Reparaturmechanismen aktiviert um die entstandenen Zellschäden zu repa-
rieren oder bei irreparablen Schäden (Membranruptur, DNA-Strangbrüchen) den Zell-
tod einzuleiten. Insbesondere die Zerstörung von Stammzellen und die nachfolgende 
Zelldepletion führen zu Komplikationen in Geweben, deren Funktionalität auf die kon-
tinuierliche Erneuerung angewiesen ist. Blutbildende Zellen, Haut und Schleimhäute 
sind damit besonders strahlensensibel. Im Patient tritt daher eine Vielfalt an mit Be-
strahlung assoziierten Symptomen auf: Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe (gastrointesti-
nales Syndrom), Infektionsanfälligkeit, Blutungsneigung durch Myelosuppression (hä-
matopoetisches Syndrom), Haarausfall, Nekrosen, Erythema und andere Hautverän-
derungen, neurologische und kardiovaskuläre Defekte 14, 15. Im Abstand von Monaten 
oder Jahren können sich Spätfolgen wie Fibrosen und Entzündungsreaktionen, per-
manente Gewebeschäden und persistierende Organdysfunktion sowie strahlenindu-
zierte Sekundärtumore entwickeln 16. 
1.2.2 DNA-Reparaturmechanismen 
Komplexe Systeme dienen dem Schutz vor persistenten DNA-Schäden. Repara-
tursysteme, die Schäden an einem Strang reparieren, sind Basenexzisionsreparatur 
(BER), bei der die geschädigte Base durch die DNA-Glykosylase entfernt wird und die 
korrekte Base komplementär zum fehlerfreien Strang synthetisiert wird, und Nukleo-
tidexzisionsreparatur (NER), bei der das schadhafte Oligonukleotid (ca. 20 Basen) frei-
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gesetzt und ebenfalls komplementär ersetzt wird. Doppelstrangbruchreparatursys-
teme sind homologe Reparatur, die auf Korrektur anhand eines Schwesterchromatids 
basiert, und nicht-homologe Endverknüpfung, einer Reparaturform ohne homologe 
Vorlage. Zur Erkennung strahlungsinduzierter Schäden dienen das Ataxia Telan-
giectasia Mutated (ATM) Protein, das in Komplex mit MRN agiert 17, und Komplexe 
aus DNA-abhängige Proteinkinasen (DNA-PK) mit Ku70-Ku80 18. Diese Kinasen phos-
phorylieren u. a. die H2A-Histonvariante H2AX, was als Rekrutierungs- und Aktivie-
rungssignal für Effektoren der Reparaturantwort dient. Durch zeitliche Verzögerung 
des Voranschreitens im Zellzyklus, z. B. beim Übergang der Zellen von G1 in S, der 
Passage durch die S-Phase und dem Übergang von G2 zu Mitose, bleibt mehr Zeit 
zur DNA-Reparatur 19. 
1.2.3 Bestrahlungsinduzierte Zelltodwege 
Bestrahlungsinduziertes Zellsterben tritt ein, wenn die Zellschäden über die Mög-
lichkeiten der Reparatursysteme hinausgehen. Nekrose basiert auf Entzündungspro-
zessen durch Freisetzung zellulärer Strukturen ins umliegende Gewebe. Bedeutsa-
mere strahleninduzierte Zelltodwege bei klinisch relevanten Dosen sind hingegen die 
genetisch programmierten Zelltodwege Apoptose und Seneszenz, sowie die mitoti-
sche Katastrophe. 
Seneszenz 
Seneszenz ist ein Zustand fortgesetzter metabolischer Aktivität bei irreversiblem 
Zellzyklusarrest, sodass die Zellteilungsfähigkeit verloren ist. Seneszente Zellen wei-
sen umfangreiche Veränderungen auf, z. B. Zellvergrößerung, gesteigerte Aktivität der 
Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase, Apoptoseresistenz und die gesteigerten 
Sekretion von pro-inflammatorischen Molekülen, Wachstumsfaktoren und Metallopro-
teasen. Die bestrahlungsinduzierte Seneszenz basiert u. a. auf umfangreichen Schä-
digungen an Makromolekülen 20 und nicht reparierten Läsionen im Telomerbereich der 
DNA 21. 
Mitotische Katastrophe 
Die mitotische Katastrophe steht im Zusammenhang mit einer fehlerhaften mitoti-
schen Zellteilung. Strahlung und andere DNA-schädigende Agenzien können den vor-
zeitigen Eintritt von Zellen in die Mitose auslösen 22. Insbesondere Tumorzellen, die 
fehlerhafte Zellzyklus-Kontrollpunkten und eine reduzierte p53-Expression aufweisen, 
reagieren auf DNA-Schäden mit mitotischer Katastrophe. Gekennzeichnet ist sie durch 
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Amplifikation von Zentrosomen, was zu multipolaren Mitosespindeln und fehlerhafter 
Chromosomenverteilung führt, in deren Konsequenz große Zellen mit unkondensier-
tem Chromatin und mehrfachen Mikronuklei entstehen. Abschließend bilden sich Kern-
hüllen um die Cluster fehlerhaft segregierter Chromosomen. Häufig stellt die mitotische 
Katastrophe eine Vorstufe anderer Formen des Zelltods, wie Apoptose oder Nekrose, 
dar oder dient Tumorzellen als Überlebensstrategie 23, 24. 
Apoptose 
Apoptose wird vermittelt durch eine kaskadenartige Aktivierung von Caspasen 
(Cystein-abhängige Aspartat-spezifische Proteasen), die in der Zelle in inaktiver Pro-
form vorliegen, durch Spaltung aktiviert werden und andere Caspasen oder Proteine 
spalten 25. Der extrinsische Weg setzt die Bindung eines extrazellulären Liganden an 
einen Todesrezeptor der TNF-Rezeptor Superfamilie wie CD95 (APO1/Fas) voraus, 
was zur Bildung des death-inducing signaling complex (DISC) führt, der gemeinsam 
mit FADD- bzw. TRADD-Proteinen (Fas-associated/TNF receptor-associated protein 
with death domains) als Bindeglied für Procaspase 8 oder 10 dient und wo deren au-
tokatalytische Aktivierung eingeleitet wird 26. 
Der intrinsische Weg wird, ausgelöst durch externe Stimuli wie Therapeutika, Be-
strahlung oder Wachstumsfaktorentzug, initiiert durch eine Verschiebung des Gleich-
gewichts zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen der BCL-2 Familie. Sie re-
gulieren die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien und sind in drei Sub-
familien unterteilt: pro-survival BCL-2 Subfamilie (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, A1), pro-
apoptotische BAX-like Subfamilie (BAX, BAK, BOK) und pro-apoptotische BH3-only 
Subfamilie (BID, BAM, BIM, BIK, BMF; NOXA, PUMA, HRK) 27. Die BH3-only Mitglie-
der neutralisieren die Mitglieder der BCL-2 Subfamilie, was zur Freisetzung von Cy-
tochrom c und schließlich zur Spaltung von Caspase 9 führt. Maßgeblich am intrinsi-
schen Weg ist auch p53 beteiligt, das nach DNA-Schäden aktiviert wird und die 
Apoptoseantwort durch die Expression pro-apoptotischer Proteine wie BAX und PUMA 
induziert 28. Eine Verstärkung des intrinsischen Wegs durch den extrinsischen Weg ist 
über die Caspase 8 abhängige Spaltung des Proteins BID möglich, das an der Desta-
bilisierung der mitochondrialen Membran beteiligt ist 29. Durch die aktivierten Initiator-
Caspasen 8 und 9 setzt sich die Apoptosekaskade in der Spaltung der Effektor-Caspa-
sen 3, 6 und 7 fort (Abb. 2) 30. Diese können über 1000 verschiedene Proteine aktivie-
ren oder inhibieren 31; u. a. wird das mitochondriale Transmembranpotential zerstört 
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und damit die ATP-Produktion eingestellt. Die Aktivierung von Aktin-Zytoskelettmodu-
latoren führt zum charakteristischen Membran-Blebbing. Durch die Aktivierung der 
Caspase-aktivierten Nuklease (CAD) wird das Chromatin zwischen Nukleosomen ge-
schnitten. Auf diese Weise werden die mit Apoptose assoziierten Veränderungen her-
beigeführt 31. 
 
Abb. 2: Schema des intrinsischen und extrinsischen Wegs der Apoptose. Links/a: Externe Stimuli 
wie Therapeutika oder Bestrahlung induzieren die Verschiebung hin zu pro-apoptotischen BCL-2 Fami-
lienmitgliedern, was zur Freisetzung von mitochondrialem Cytochrom c und der Ausbildung des Apopto-
soms führt, wodurch Caspase 9 aktiviert wird. Rechts/b: Die Bindung eines Liganden an CD95 (Fas-
Rezeptor) oder TNFR1 führt über Adapterproteine (FADD, TRADD) zur Rekrutierung und Aktivierung 
von Caspase 8. Die Spaltung von BID durch Caspase 8 kann den extrinsischen Weg verstärken. Die 
Aktivierung der Initiatorcaspasen 8 und 9 mündet in der Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7. 
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Nachdruck mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Molecular Cell Biology, 
Copyright 2011 30. 
Das allgemeine Verständnis geht zwar dahin, dass die bestrahlungsinduzierte 
Apoptose vornehmlich über den intrinsischen Weg und die Spaltung von Caspase 9 
induziert wird 32, allerdings kann ionisierende Bestrahlung durchaus über p53 die 
CD95-vermittelte Apoptose unterstützen 33 oder aber Apoptose über eine p53-unab-
hängige Spaltung von Caspase 8 induziert werden 34. In Jurkat E6 T-Lymphomzellen 
wurde nach Bestrahlung mit 10 Gy die Spaltung von Caspase 8 nach 12 h – 48 h 35 
und die Abnahme der ungespaltenen Caspase 8 zwischen 24 h und 72 h in HeLa-
Zellen nachgewiesen 36. In letzterer Studie ging die Caspase 8 Aktivierung auf eine 
JNK-induzierte Transkription des FAS-Gens zurück. Eine andere Studie zeigte, dass 
die Caspase 8 vermittelte bestrahlungsinduzierte Apoptose nicht, wie anfangs vermu-
tet, abhängig war vom CD95 Rezeptorsystem 35, 37. Eine Rolle von Caspase 8 in der 
bestrahlungsinduzierten Apoptose wurde außerdem in mit siRNA gegen Caspase 8 
behandelten H460-Zellen demonstriert, bei denen 48 h nach Bestrahlung mit 5 Gy und 
8 Gy der DNA-Gehalt in der SubG1-Phase signifikant verringert war im Vergleich zur 
Kontrolle 38. 
Bei der Bewertung von strahlungsinduziertem Zelltod ist nach wie vor das klono-
gene Überleben ein zentraler Parameter, der unabhängig vom beschrittenen Zelltod-
weg die Teilungs- und Repopulierungsfähigkeit von bestrahlten Zellen beschreibt und 
somit weitläufige Einschlusskriterien beinhaltet. Die Steigerung des klonogenen Über-
lebens von gesunden Zellen ist ein entscheidendes Kriterium bei der Beurteilung der 
Wirksamkeit von Modulatoren der Strahlenantwort. 
1.3 Strahlensensibilisierung und Radioprotektion durch Genthera-
pie 
Ein breites Feld stellen therapeutische Ansätze dar, die auf eine Steigerung der 
Strahlenempfindlichkeit von Tumoren oder die Radioprotektion von Normalgewebe ab-
zielen. Eine essentielle Voraussetzung für die Wirksamkeit der eingesetzten Agenzien 
ist deren Selektivität für Tumor- bzw. Normalgewebe, da eine in Richtung und Höhe 
gleiche Verschiebung der Kurven für Tumorkontrolle und Normalgewebsschaden kei-
nen therapeutischen Nutzen bedeutet 39. Die Ansätze zielen insgesamt darauf ab, die 
Gewebefunktion zu erhalten indem Schaden verhindert oder gemindert wird, oder sie 
nach Eintritt einer Strahlenschädigung wieder herzustellen 40. 
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Strahlensensibilisierung 
Die Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit in Tumoren führt bei gleicher Bestrah-
lungsdosis zu einer Steigerung der Tumorkontrolle. Per Definition wirken solche Agen-
zien allein weder auf Tumorgewebe noch auf Normalgewebe toxisch, verstärken je-
doch in Kombination mit Bestrahlung ihre Wirkung. Da nur wenige Agenzien diesem 
Kriterium standhalten, ist diese Gruppe vorzugsweise als „Strahlenmodifizierer“ zu be-
zeichnen 39. Verbindungen, die in der Klinik als Strahlensensibilisierer angesehen wer-
den, sind meist zytotoxische Chemotherapeutika, die DNA-Schäden induzieren oder 
die DNA-Reparatur verhindern und so die Tumorzelle gegenüber Strahlung sensibili-
sieren. Chemische Strahlensensibilisierer stellen eine breite, heterogene Gruppe an 
Agenzien dar, die häufig multiple Wirkmechanismen aufweisen. Beispiele sind u. a. 
Cisplatin, 5-Fluoruracil, Gemcitabine und Temozolomid 41. Eine Vielfalt monoklonaler 
Antikörper, u. a. Bevacizumab (Angiogenesehemmer), Trastuzumab (HER2-Inhibitor) 
und Cetuximab (EGFR-Inhibitor), zielt auf die Modulierung von Zellsignalwegen ab, die 
häufig von Tyrosinkinasen gesteuert werden. Targeted Agents, die häufig niedermole-
kulare Verbindungen (small molecules) sind, wie Sorafenib (multipler Kinaseinhibitor) 
und Erlotinib (EGFR-Inhibitor), werden ebenfalls bei der Modulation von Signalwegen 
eingesetzt 32. Eine umfassende Übersicht über Strahlensensibilisierer bietet 42. 
Da bereits eine überlebende Tumor-(stamm)-zelle ausreicht, um die Effektivität der 
Strahlensensibilisierung stark zu mindern, ist aus praktischer Sicht die Behandlung 
aller Tumorzellen die große Herausforderung einer Gentherapie. Aus diesem Grund 
scheint die geeignetere Strategie für die Vergrößerung der therapeutischen Breite die 
Radioprotektion zu sein, da zur Erholung des Gewebes die Behandlung nur eines An-
teils der gesunden Zellen erforderlich ist 43. 
Radioprotektion 
Radioprotektoren werden als schützende Faktoren vor den initialen Schäden und 
subsequenten Folgen ionisierender Strahlung im Normalgewebe eingesetzt. Häufig 
sind Radikalfänger geeignete chemische Radioprotektoren, die im Nukleus in der 
Nähe zur DNA die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies neutralisieren, was 
DNA-Strangbrüche verhindert 43, 44. Das erstmals zugelassene Präparat zur Radiopro-
tektion ist Amifostin (WR-2721), das bei Kopf-Hals-Tumoren zur Minderung von Xe-
rostomie und Nephrotoxizität eingesetzt wird 45-47. Amifostin wird als als Prodrug ver-
abreicht und von der Alkalischen Phosphatase (AP) metabolisiert zum aktiven Wirk-
stoff 2-((Aminopropyl)amino)ethanthiol (WR-1065) 48. Die selektive, bis zu 100-fache 
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Anreicherung von Amifostin im Normalgewebe basiert auf der aktiven Aufnahme von 
WR-2721 durch Normalgewebe und einer signifikant reduzierten Expression der AP in 
Tumorgewebe 49, 50. Aufgrund einer geringen Selektivität für Normalgewebe existieren 
zu Amifostin nur wenige Alternativen. Neben Amifostin ist nur Palifermin (rekombinan-
ter humaner Keratinozytenwachstumsfaktor) von der US-amerikanischen Food and 
Drug Administration für die Anwendung am Patienten zugelassen. Der zytoprotektive 
Effekt vor bestrahlungsinduzierter oraler Mukositis wurde einer gesteigerten Expres-
sion der anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und BCL2L1 und des Transkriptionsfaktors 
NRF2 zugeschrieben 51-53. 
Alternativ werden sog. Strahlenmitigatoren eingesetzt, die nicht das Eintreten von 
initialen Strahlenschäden verhindern, sondern die daraus entstehenden negativen Fol-
gen mildern. Somit stellen sie auf Grund ihrer Wirkweise keine Radioprotektoren im 
engen Sinne dar, sollen aber wie echte Radioprotektoren die Funktionserhaltung des 
gesunden Gewebes bewirken. Diese Substanzen zielen darauf ab, Zellsignalwege zu 
beeinflussen und die gesunde Zelle so vor Apoptose und Zellzyklusarrest zu schützen. 
Cytokine und Wachstumsfaktoren wie G-CSF können die Rolle eines Strahlenmitiga-
tors einnehmen 54. 
1.3.1 Gentherapie 
Der Grundansatz einer Gentherapie ist, die Erbinformation eines therapierelevan-
ten Gens, das im Patienten nicht oder fehlerhaft exprimiert wird, in die Zielzellen ein-
zubringen, um die korrekte Expression (wieder) herzustellen. Nach anfänglich über-
wiegendem Einsatz bei monogenetischen Erkrankungen, bei denen eine Gentherapie 
Heilung bedeuten kann, werden heute zunehmend multifaktorielle Erkrankungen, so 
auch Tumorerkrankungen, mittels Gentherapie behandelt. 
Die Vorteile von Gentherapie sind zum einen, dass die Promotoren von Gentrans-
fervektoren so modifiziert werden können, dass eine gewebespezifische Expression 
erfolgt und so die Steigerung der therapeutischen Breite gezielt möglich ist. Zum an-
deren erlaubt die Gentherapie Flexibilität hinsichtlich der strategischen Umsetzung der 
Therapie. Radioprotektion beispielsweise kann durch Schutz vor freien Radikalen, Ver-
mittlung von Apoptoseresistenz, Zufuhr von Proliferations- und Überlebensfaktoren 
oder die Herstellung der Gewebefunktion auf Gen-/Proteinebene erreicht werden. So-
wohl physikalische Methoden (Elektroporation und Mikroinjektion) als auch chemische 
Methoden (Transfektion) eignen sich zum Einbringen therapeutischer Nukleinsäuren. 
Alternativ besteht die Möglichkeit der Verwendung viraler Vektoren. 
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1.3.2 Virale Gentherapievektoren 
Analog zu einer unerwünschten Virusinfektion, bei der das Virus in die Zelle ein-
dringt, werden bei Gentherapien virale Vektoren verwendet, um die Aufnahme des 
therapeutischen Gens in die Zielzellen zu erreichen. Die am häufigsten verwendeten 
viralen Vektoren sind Retroviren, Adenoviren und Adeno-assoziierte Viren 55. Ein 
grundlegender Vorteil viraler Gentherapievektoren ist, dass eine gerichtete und 
effiziente Transduktion des Zielgewebes sichergestellt werden kann 40. Zusätzlich 
kann die Expressionsdauer durch entsprechende Genelemente gesteuert und so eine 
regulierte Transgenexpression erreicht werden 56, 57. Die häufig verwendeten 
gentherapeutischen Vektoren sind gut manipulierbar und bieten durch ihre Verpa-
ckungsgröße (bei Lentiviren bis zu 17 kb) Platz für eine Vielfalt an Transgenen. Risiken 
einer unerwünschten Genexpression durch den viralen Promoter in Folge der Integra-
tion in das Genom der Zielzellen wurden durch Vektormodifikationen enorm reduziert. 
Durch den Austausch der viral codierten Information zwischen den LTRs (bis auf das 
Verpackungssignal ψ) gegen die cDNA des therapeutischen Gens und die Codierung 
der virusrelevanten Gene in trans auf zwei oder drei Helferplasmiden wird sicherge-
stellt, dass ausschließlich replikationsdefiziente Viruspartikel entstehen und die hohe 
Pathogenität therapeutischer Viren attenuiert wird. Die Etablierung selbstinaktivieren-
der (SIN) Vektoren minderte eine mögliche Vektormobilisierung und reduzierte die Ge-
fahr einer spontanen Rekombination, die mit der Wiederherstellung der Replikations-
kompetenz verbunden sein könnte 58. Schutz vor einer systemischen Immunreaktion 
durch virale Vektoren kann durch die Induktion von Immuntoleranz gegenüber dem 
therapeutischen Vektor oder durch Verwendung nicht-humaner Vektorviren gegeben 
werden 59, 60. Mittels Kapsid-Pseudotypisierung kann darüber hinaus der Tropismus 
des Virus gesteuert werden 57, und im Fall des vesikulären Stomatitisvirusglykopro-
teins G (VSV-G) die lentiviralen Partikel stabilisieren 61. 
Die weltweit erste der über 2200 bis heute durchgeführten Gentherapiestudien er-
folgte 1990 in den USA 62 bei einer Patientin mit schwerem kombiniertem Immundefekt 
(severe combined immunodeficiency, SCID), der auf einem Adenosindesaminase-
mangel (ADA-Mangel) beruhte 63. 
1.3.3 Lentivirale Vektoren in der Gentherapie 
Lentiviren, die auf Grund der hohen Transduktionseffizienz in sich teilenden und 
nicht teilenden Zellen und der stabilen Transgenexpression von großem gentherapeu-
tischen Nutzen sind, zählen innerhalb der Familie der Retroviren zu der Unterfamilie 
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der Orthoretroviren. Retroviren sind umhüllte Viren, die ein lineares einzelsträngiges 
(+) RNA-Genom in diploider Ausführung tragen. Das zwischen 7 kb und 12 kb große 
Retrovirus-Genom, bestehend mindestens aus den Genen gag, pol und env, wird von 
LTRs begrenzt, die der Steuerung der viralen Genexpression dienen. gag (gruppen-
spezifisches Antigen) codiert für das Vorläufer-Polyprotein, das in Matrix-, Kapsid- und 
Nukleokapsidprotein gespalten wird. Die viralen Enzyme Protease, Reverse Transkrip-
tase und Integrase werden von pol codiert, während env für das Glykoprotein gp160 
codiert, den gemeinsamen Vorläufer von Oberflächenglykoprotein (gp120) und Trans-
membranglykoprotein (gp41), die dem Virus die Bindung an und Fusion mit der Ziel-
zelle ermöglichen. Komplexe Retroviren, zu denen die Lentiviren zählen, besitzen dar-
über hinaus sog. akzessorische Gene, z. B. rev, tat, tev, vif, vpr und vpu bei HIV-1. 
Der virale Lebenszyklus beginnt mit der durch gp120 und gp41 vermittelten Bin-
dung und Fusion von Virus und Zielzelle. Anschließend wird die virale RNA ins Zytosol 
freigesetzt und durch die Reverse Transkriptase in doppelsträngige cDNA umgeschrie-
ben. Diese gelangt in den Zellkern und wird mittels Integrase in das Wirtsgenom inte-
griert. Transkriptionsfaktoren und die RNA-Polymerase II der Wirtszelle dienen der 
Transkription der Provirus-DNA. Durch alternatives Spleißen entstehen verschiedene 
mRNAs, die im Cytoplasma an Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (Env-
Proteine) oder an freien Ribosomen translatiert werden. Während Env-Proteine direkt 
an der Zellmembran zu Trimeren gelagert werden, ist für die Bindung der Gag/Pol-
Vorläuferproteine an die Zellmembran die N-terminale Myristylierung nötig. Un-
gespleißte mRNA bringt das Verpackungssignal Psi (ψ) mit und wird in neue Viruspar-
tikel verpackt. Der Kontakt der Zellmembran mit den viralen mRNAs veranlasst die 
Einstülpung der Membran und die Abschnürung eines unreifen Viruspartikels. Die au-
tokatalytisch freigesetzte virale Protease schneidet während des Reifeprozesses aus 
dem Vorläuferprotein die einzelnen viralen Proteine heraus. Am Ende des Reifepro-
zesses ist der entstandene Viruspartikel infektiös und kann den viralen Lebenszyklus 
initiieren (Abb. 3) 64. 
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Abb. 3: Retroviraler Lebenszyklus. Vermittelt durch virale Oberflächenglykoprotein fusioniert das Vi-
rus mit der Zielzelle, gefolgt von der Freisetzung der viralen Komponenten. Das einzelsträngige RNA-
Genom wird mittels Reverser Transkriptase in ds-cDNA umgeschrieben und tritt in den Zellkern ein, wo 
sie in das Wirtsgenom integriert wird. Mittels Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle wird die Provirus-
DNA transkribiert, gespleißt und aus dem Zellkern freigesetzt. Im Cytosol erfolgt die Translation der 
viralen mRNAs an freien Ribosomen oder dem Endoplasmatischen Retikulum (Env-Proteine). Nach 
Anlagerung der Env-, Gag- und Pol-Proteine an die Zellmembran wird ungespleißte virale RNA verpackt 
und als Viruspartikel zur Reifung freigesetzt. Nachdruck mit Genehmigung von Macmillan Publishers 
Ltd: Nature Reviews Microbiology, Copyright 2012 64. 
1.3.4 Gentherapeutische Radioprotektion 
Mittels Gentherapie kann eine Vergrößerung der therapeutischen Breite durch 
Strahlensensibilisierung des Tumors oder durch Radioprotektion von gesunden Zellen 
erreicht werden. Eine Strahlensensibilisierung des Tumors, meist angestrebt durch die 
Wiederherstellung der Expression von p53 zur Verbesserung der Apoptosesensitivität, 
ist jedoch aus verschiedenen Gründen begrenzt. Zum einen trägt die strahlenindu-
zierte Apoptose von Tumoren nur einen Anteil zum klonogenen Zellsterben bei 65, zum 
anderen sind die klinisch realisierbaren Transduktionsraten oft unzureichend für den 
Erfolg einer Gentherapie. Dies ist besonders relevant da gängige Fraktionierungs-
schema bereits einen Großteil der Tumorzellen abtöten, aber schon eine entkommene 
Tumorzelle den Erfolg der Gentherapie gefährdet. 
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Geeigneter ist demnach die Radioprotektion von gesundem Gewebe für die Ver-
größerung der therapeutischen Breite, was durch Verbesserung der zellulären Schutz-
mechanismen vor strahlungsinduzierten freien Radikalen, durch Induktion von Apopto-
seresistenz und durch die Unterstützung der DNA-Reparatur erreicht werden kann. 
Kandidaten, für die bereits Erfolge in Studien zu verzeichnen waren, sind u. a. die 
Kupfer-Zink-Superoxiddismutase (Cu-Zn-SOD) und die Mangan-SOD (Mn-SOD), die 
die Reaktion von Superoxid-Ionen mit Protonen zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff 
katalysieren (2 O2•- + 2 H+ → H2O2 + O2) und auf diese Weise schützend vor freien 
Radikalen wirken 66, 67. Darüber hinaus wurde ein radioprotektiver Effekt auch durch 
den Gentransfer des MDR1 Gens nachgewiesen 68, 69. Ein radioprotektiver Effekt durch 
Vermittlung von Apoptoseresistenz wurde auch für Caveolin-1 beschrieben 70, das als 
Membranprotein möglicherweise mit MDR1 interagiert. 
1.4 MDR1 und Caveolin-1 als Radioprotektoren 
1.4.1 Multidrug Resistenz 1 
Das Mulitdrug Resistenz 1 Gen (MDR1), auch bekannt als ATP-binding cassette 
superfamily B member 1 (ABCB1) Gen, codiert für ein 170 kDa großes, glykosyliertes 
Protein (auch: p-Glykoprotein), das aus zwei homologen Hälften mit je sechs hydro-
phoben Transmembrandomänen und je einer ins Zytosol ragenden Domäne für die 
Bindung und Hydrolyse von ATP (NBD, Nukleotidbindedomäne) besteht (Abb. 4) 71. 
MDR1 exprimierende Zellen sind in der Lage, strukturell und funktionell diverse 
Substrate aktiv unter ATP-Hydrolyse aus der Zelle zu transportieren. Dazu zählen u. a. 
Vinca-Alkaloide wie Vinblastin und Vincristin, Taxane wie Paclitaxel und Docetaxel, 
Epipodphyllotoxine wie Etoposid und Teniposid und alkylierende Agenzien. Während 
MDR1 in gesunden Zellen zu deren Schutz vor toxischen Xenobiotika beiträgt, vermit-
telt MDR1 in Tumorzellen Chemoresistenz gegenüber therapeutisch eingesetzten 
Substanzen 72, 73. Neben der Vermittlung von Chemoresistenz wurde MDR1 auch eine 
Rolle bei der Resistenz gegenüber durch Chemotherapeutika, UV- und ionisierende 
Strahlung und Todesrezeptorliganden (FAS, TNF) induzierter Apoptose zugeordnet 74-
77. Der protektive Effekt von MDR1 wurde auf eine Resistenz gegenüber FAS-
induziertem Zelltod durch Inhibition der Aktivierung von Caspase 8 zurückgeführt, wo-
bei die ATPase-Funktion von MDR1 essentielle Bedeutung hatte 78, 79. Darüber hinaus 
wurde eine MDR1-vermittelte Radioprotektion nach retroviraler Transduktion der lym-
phoblastoiden Zelllinie TK6 69 und nach Behandlung von CD34+ hämatopoetischen 
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Stammzellen gezeigt 68. Bestrahlung führte in beiden Zelltypen zum signifikanten An-
stieg der MDR1-positiven Zellfraktion und verbesserte das klonogene Überleben, was 
MDR1 zu einem aussichtsreichen Kandidaten für die Verbesserung der therapeuti-
schen Breite macht. 
 
Abb. 4: Modell des MDR1-Proteins. Das Protein besteht aus zwei homologen Hälften mit je sechs 
Transmembrandomänen (TMD) und je einer zytosolischen Nukleotidbindedomäne (NBD). Nachdruck 
mit Genehmigung von Elsevier: Pharmacology & Therapeutics, Copyright 2015 71. 
1.4.2 Caveolin-1 
Zahlreiche Zellfunktionen gehen von der Zellmembran aus, die keine homogene 
Einheit darstellt, sondern spezialisierte Membranabschnitte, genannt lipid rafts („Lipid-
flöße“), besitzt. Diese zeichnen sich durch einen hohen Gehalt an gesättigten Fettsäu-
ren, Sphingolipiden und Cholesterol aus 80. Neben flachen lipid rafts stellen Caveolae 
eingestülpte raft-Abschnitte von 50 nm – 100 nm Größe dar, die am häufigsten in aus-
differenzierten Zelltypen wie Endothelzellen, Adipozyten, glatten Muskelzellen und 
Fibroblasten vorkommen 81, 82. 
Caveolin-1 (CAV1) ist ein 21 kDa großes, multifunktionales Membranprotein, des-
sen Expression für die Ausbildung von Caveolae essentiell ist und das die Haupt-
proteinkomponente der Caveolae darstellt 83, 84. Über die Oligomerisierungsdomäne 
wird die Bildung von Cholesterol-stabilisierten CAV1-Clustern, die aus 14 bis 16 Oli-
gomeren bestehen, vermittelt 85, 86. Die umfangreiche Palmitoylierung von CAV1 dient 
der weiteren Stabilisierung an der Innenseite der Doppelmembran. Sowohl N- als auch 
C-Terminus von CAV1 sind zum Zytoplasma orientiert und durch eine in die Lipiddop-
pelschicht eingebettete hydrophobe hairpin loop Struktur verbunden (Abb. 5). Auf-
grund ihrer besonderen Lipidzusammensetzung und Proteinkomponenten stellen 
Caveolae Membranmikrodomänen dar, die insbesondere der Akkumulation von Sig-
nalproteinen dienen. Über die Modulation der Signalmoleküle unterschiedlichster Sig-
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nalnetzwerke nehmen Caveolae und CAV1 Einfluss auf eine Vielzahl komplexer Zell-
prozesse 87. Zu den klassischen mit der Membran assoziierten Funktionen von CAV1 
und Caveolae zählen vesikulärer Transport (Endozytose, Exozytose, Transzytose 88), 
Zytoskelett-Remodelling 89, 90, Cholesterol- und Lipidmetabolismus 91 und Mechano-
protektion 92. Darüber hinaus ist CAV1 in der Regulation von Wachstum und Prolifera-
tion, Zelltransformation und Zellmigration sowie Zelltod/Zellüberleben involviert 89. 
 
Abb. 5: Struktur von Caveolae und CAV1. Oben: Elektronenmikroskopie von Caveolae (rot umrandet) 
in Fibroblasten (links), Adipozyten (Mitte) und Skelettmuskelzellen (rechts). Balkengröße: 100 nm. Mitte: 
Die Hauptstrukturkomponente von Caveolae ist CAV1, dessen wichtigsten funktionellen Domänen Ty-
rosin (Y) 14 (Phosphorylierung), die Oligomerisierungsdomäne (Homooligomerisierung, Clusterbildung) 
und die darin enthaltene Scaffolding-Domäne (Anlagerung von Signalmolekülen) sind. Die Einbettung 
in die Membran mittels Intramembrandomäne wird durch Palmitoylierungen im C-terminalen Bereich 
stabilisiert. BC: Brustkrebs-assoziierte Mutation (Prolin zu Leucin) an Position 132. Nachdruck mit Ge-
nehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Molecular Cell Biology, Copyright 2013 83. 
Unten: Ausbildung von CAV1-Clustern über die Oligomerisierungsdomäne. N- und C-Terminus von 
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CAV1 sind zum Cytoplasma orientiert, während die Transmembrandomäne in die Lipiddoppelschicht 
eingelagert ist. Abbildung aus Open Access Publikation: 93. 
Die Rolle, die CAV1 dabei einnimmt, kann sowohl pro-apoptotischer 94, 95 als auch 
anti-apoptotischer 96 Natur sein. Eine Grundlage für das pro-apoptotische Verhalten 
von CAV1 stellt die Interaktion mit FAS dar, das in lipid rafts migrieren und die DISC-
Bildung einleiten kann 97. In Folge der Funktionsvielfalt ist der Verlust von CAV1 und 
der Caveolae mit unterschiedlichen Störungen, beispielsweise reduzierter Lebenser-
wartung 98, Muskel-, Lungenerkrankungen und Störungen im Lipidhaushalt, assozi-
iert 99. 
Rolle von CAV1 in Zellsignalwegen 
Die Caveolin Scaffolding Domain (CSD, Aminosäuren 82-102) ist bedeutsam für 
die Bindung von Signalproteinen, die ein entsprechendes CAV1 Bindungsmotiv tragen. 
Zu den Interaktionspartnern von CAV1 zählen heterotrimere G-Proteine 100, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren wie der Östrogen-Rezeptor 101 und der Glutamat-Rezeptor 102, 
Mitglieder der RAS Familie und der RHO GTPasen 103-105, Adenylatcyclase 106, 107, Re-
zeptortyrosinkinasen wie EGFR, PDGFR und VEGFR2 108-110, eNOS 111, und zahlrei-
che Kinasen, u. a. Proteinkinase A 112, 113, Mitglieder von Kinasen der SRC Familie 
(SFK) 114, 115 und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) wie ERK1/2 116, 117 und 
p38 118. Dabei entsteht ein komplexes Wechselspiel zwischen den Interaktionspartnern 
selbst und mit CAV1, wobei die von CAV1 ausgehende Modulierung von Signalwegen 
häufig inhibitorischer Art ist 103, 108, 109, 111, 115, 117. Demgegenüber stehen Beobachtun-
gen einer aktivierenden Wirkung von CAV1 auf Signalkomponenten (umfassend be-
schrieben in 119). Die Freisetzung der Signalproteine aus den lipid rafts/Caveolae kann 
einen weiteren Weg darstellen, über den die Aktivierung reguliert wird 120. 
Rolle von Caveolin-1 in Tumoren 
Deletionen um den D7S522 Locus treten in unterschiedlichen Tumorarten, bei-
spielsweise Brustkrebs, Prostatakrebs, Plattenepithel-, Nierenzell-, Eierstock- und Ko-
lonkarzinomen, gehäuft auf. Die Lokalisation des humanen CAV1-Gens auf Chromo-
som 7 in der Region q31.1, die den D7S522 Locus enthält, ist ein Hinweis, dass CAV1 
ein möglicher Tumorsuppressor ist 121-123. Die Vorstellung, dass CAV1 als Tumorsup-
pressor angesehen werden kann, wird von der Beobachtung unterstützt, dass CAV1 
in einigen Tumoren 124, 125 und in onkogen transformierten NIH/3T3 Fibroblasten 
herunterreguliert war 126, 127. Außerdem war der Verlust der CAV1-Expression mit ge-
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steigerter Zellproliferation assoziiert und zusätzlich hinreichend für die maligne Zell-
transformation von NIH/3T3-Fibroblasten 117 und für die Tumorentstehung in CAV1-/- 
Mäusen 128. In Übereinstimmung damit unterdrückte die rekombinante Expression von 
CAV1 in onkogen transformierten Zellen und in der humanen Brustkrebszelllinie 
MCF-7 den transformierten Phänotyp 126, 129. In MTLn3 Zellen reduzierte die Überex-
pression von CAV1 die durch EGF stimulierte Migration 130 und in SiHa Zellen verhin-
derte CAV1 die durch HPV induzierte Zelltransformation 131. Im Gegensatz dazu ste-
hen Ergebnisse u. a. aus Hirn-, Lungen- und Prostatakrebszelllinien und Tumoren, in 
denen erhöhte CAV1-Level gefunden wurden, die in Patienten mit einer schlechteren 
Prognose korreliert waren 132-137. Daher geht das derzeitige Verständnis bezüglich der 
Rolle von CAV1 in der Tumorentwicklung dahin, dass die Expression von CAV1 ab-
hängig von Zelltyp und Tumorstadium ist, wobei CAV1 im Normalgewebe als Tumor-
suppressor funktioniert, im frühen Tumorstadium jedoch herunterreguliert wird und mit 
Fortschreiten des Tumors die Expression von CAV1 wieder zunimmt 138, 139. 
Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 
Neben der Modulation von Signalmolekülen durch die Interaktion mit CAV1 über 
die CSD spielt die Phosphorylierung von CAV1 an Tyrosin 14 (Tyr14) durch Kinasen 
eine bedeutsame Rolle für die Modulation von Zellsignalwegen und biologischen Pro-
zessen. Eine der frühesten Entdeckungen über CAV1 war, dass es ein Hauptsubstrat 
der SRC-Kinase in mit Rous-Sarkomvirus transformierten Hühnerembryo-Fibroblasten 
darstellte 140, 141. Während CAV1 unter normalen Bedingungen nicht phosphoryliert ist, 
kann die Phosphorylierung durch externe Stimuli wie Insulin 142, EGF 143, hohe Osmo-
larität, oxidativen Stress und UV-Strahlung 118 induziert werden. Unterschiedliche Kina-
sen, u. a. Kinasen der SRC-Familie 144, 145, p38 MAPK 118 und c-ABL 146, wurden bei-
spielsweise mit der Phosphorylierung von CAV1 nach Induktion von oxidativem Stress 
mittels H2O2 assoziiert, während die Rolle der Stress-assoziierten c-JUN N-terminalen 
Kinase (JNK) für die Phosphorylierung von CAV1 bisher weniger untersucht wurde. 
Radioprotektion durch CAV1 
In verschiedenen Studien wurde eine Beteiligung von CAV1 an der Strahlenant-
wort gefunden. So führte die Überexpression von CAV1 in TK6 Zellen nach Bestrah-
lung zur gesteigerten Proliferation 70. In Übereinstimmung damit wurde im Prostata-
krebs-Xenograftmodell eine stärkere Wachstumsreduktion von Tumoren in CAV1-
defizienten Mäusen im Vergleich zu WT-Mäusen nach Bestrahlung beobachtet, die mit 
gesteigerter Apoptose assoziiert war. In-vitro-Daten mit Endothelzellen bestätigten 
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eine durch den Verlust von CAV1 erhöhte Sensitivität gegenüber strahleninduzierter 
Apoptose und eine Minderung des klonogenen Überlebens nach Bestrahlung 147. Un-
terstützt wird die Rolle von CAV1 bei der Modulation der Strahlensensibilität von Daten 
aus Pankreastumorzellen, in denen der knockdown von CAV1 radiosensibilisierend 
wirkte 148, während die Überexpression von CAV1 Strahlenresistenz vermittelte 149. In 
CAV1-defizienten Mäusen wurde darüber hinaus Hyperproliferation der intestinalen 
Kryptenstammzellen gefunden, was zu einer niedrigeren Überlebensrate im Vergleich 
zu WT-Mäusen führte. Dies konnte auf eine gesteigerte Apoptose und beschleunigte 
Proliferation zurückgeführt werden, die mit folglich verstärkter Depletion der Krypten-
stammzellen nach Bestrahlung einhergingen 150. In Hirnmetastasen von Patienten mit 
Lungenkrebs war die Expression von CAV1 mit Radioresistenz assoziiert 151. Daher 
scheint die Überexpression von CAV1 in Normalgewebszellen ein geeigneter Thera-
pieansatz zur Verbesserung der therapeutischen Breite im Zuge einer Strahlenthera-
pie zu sein. 
1.4.3 Interaktion von Caveolin-1 und Multidrug Resistenz 1 
Neben der Modulation der Strahlenempfindlichkeit ist die Expression von CAV1 
auch mit der Entwicklung von Chemoresistenz assoziiert 152-154. Da sowohl CAV1 als 
auch MDR1 die Resistenz gegenüber einem breiten Spektrum an therapeutischen 
Substanzen und gegenüber ionisierender Bestrahlung vermitteln, ist eine mögliche In-
teraktion von CAV1 und MDR1 in dieser Hinsicht besonders interessant. Hinweise da-
für wurden in unterschiedlichen Studien aufgezeigt. So korrelierte die Expression von 
CAV1 und MDR1 in Knochenmarkzellen von gesunden und an akuter myeloider Leu-
kämie erkrankten Patienten 155. Außerdem wiesen Multidrug-resistente Tumorzellen 
mehr Caveolae im Vergleich zu nicht-resistenten Zellen auf 156, 157, und die Expression 
von CAV1 war oftmals bei der Entwicklung der Multidrug-Resistenz erhöht 133, 158, 159. 
Die gemeinsame Lokalisation und Komplexbildung von CAV1 und MDR1 in 
Caveolae 160-162 und der Nachweis beider Proteine in der gleichen Membranfraktion 
nach Aufreinigung von Detergenz-resistenten Membrandomänen deuteten weiter auf 
eine mögliche direkte Interaktion hin 160, 161, 163-166. Studiendaten zur (Co-) Lokalisation 
und Interaktion von CAV1 und MDR1 und deren funktionelle Bedeutung weisen dabei 
in unterschiedliche Richtungen. So wurde für CAV1 und MDR1 eine direkte Interaktion 
gezeigt, und die Überexpression von CAV1 minderte den Multidrug-resistenten Phä-
notyp und reduzierte die Transporteraktivität des MDR1-Proteins in Doxorubicin-resis-
tenten Hs578T/Dox Zellen 167-169. Die fehlende Interaktion von MDR1 und CAV1 nach 
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Mutation der für die Bindung an CAV1 relevanten Positionen im MDR1-Protein war in 
COS-7 Zellen mit einer gesteigerten Transportaktivität von MDR1 assoziiert 161. Im 
Gegensatz dazu führte in RBE4 Zellen (Rattenhirnepithelzellen) die Unterdrückung der 
Interaktion von CAV1 und MDR1 zur Minderung der MDR1-Transportaktivität 170. In 
den humanen Multidrug-resistenten Zelllinien SGC7901/Adr und MCF7/Adr war die 
Lokalisation von MDR1 in lipid rafts von Cholesterol abhängig, und sowohl Cho-
lesteroldepletion als auch der knockdown von CAV1 minderten die Transportfunktion 
von MDR1. Die Studie zeigte außerdem, dass die Phosphorylierung von CAV1 an 
Tyr14 durch die durch Doxorubicin aktivierte SRC-Kinase von zentraler Bedeutung für 
die Aufrechterhaltung der MDR1-Transportfunktion war 171. Die Erkenntnisse von Ba-
rakat et al. aus RBE4 Zellen wiesen ebenfalls auf eine gesteigerte Interaktion von 
CAV1 und MDR1 hin wenn CAV1 phosphoryliert war; jedoch war die reduzierte Inter-
aktion nach Mutation von CAV1 an Tyr14 mit einer gesteigerten Transportaktivität von 
MDR1 verbunden 172. Bezüglich ionisierender Strahlung stehen die Analyse einer In-
teraktion von CAV1 und MDR1 und deren Bedeutung sowie insbesondere die Rolle 
der Phosphorylierung von CAV1 an Tyrosin-14 noch aus. Für diese Studien wurde das 
TK6-Zellmodell verwendet, in dem bereits eine Modulation von Apoptose und klono-
genem Überleben nach lentiviraler Einzelüberexpression von CAV1 und MDR1 gezeigt 
worden war. 
1.5 Das TK6-Zellmodell 
Die Zelllinie TK6 entstammt ursprünglich der Lymphoblasten-Zelllinie WI-L2, die 
aus einer Patientenbiopsie der Milz etabliert wurde 173. Ein WI-L2 Klon, der keine fee-
der layer für die Koloniebildung in Weichagar benötigte, wurde für die Herstellung einer 
für die Thymidinkinase (TK) heterozygoten Zelllinie verwendet 174. Der Karyotyp von 
TK6-Zellen ist stabil 174-176. Von der TK6wt Zelllinie existieren Derivate, die sich insbe-
sondere in ihrem p53-Status unterscheiden. Die Zelllinie TK6-WTK1 besitzt neben ei-
nem erhöhte Basislevel von p53 177 auch eine Punktmutation in Codon 237 (Substitu-
tion von Methionin durch Isoleucin) 178, sodass eine mutierte Form von p53 exprimiert 
wird, die bspw. nicht in der Lage ist, Zielgene wie p21 zu transaktivieren und so deren 
Expression zu induzieren 177. Die Expression von p53 ist in der Zelllinie TK6-E6 durch 
die Expression des E6-Proteins von HPV Typ 16 supprimiert 177. Obwohl TK6-WTK1 
im Vergleich zu TK6wt eine um drei Tage verzögerte Apoptose nach Bestrahlung mit 
1,5 Gy zeigten 178, ergaben spätere Studien, dass die beobachtete Apoptoseresistenz 
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nicht alleinig durch den p53-Status, sondern einen komplexeren Mechanismus regu-
liert ist 177, 179. 
Die stabile Expression von p53 und damit verbundene Apoptosesensitivität nach 
Bestrahlung machen TK6wt-Zellen zu einem häufig verwendeten Studiensystem der 
Strahlenantwort. Darüber hinaus exprimiert die TK6wt Zelllinie endogen weder CAV1 
noch MDR1, weshalb sie besonders geeignet ist für die angestrebten Untersuchungen 
zur Radioprotektion durch CAV1 und MDR1. 
1.6 Ziele 
Auf Basis der Erkenntnisse bezüglich Radioprotektion und Interaktion von CAV1 
und MDR1 in Einzelexpression sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen wer-
den, ob eine Verbesserung des Zellüberlebens nach Bestrahlung durch eine gleich-
zeitige Überexpression von CAV1 und MDR1 erreicht werden kann und dabei die ge-
meinsame Lokalisation eine Rolle spielt. Weiterhin galt es zu beantworten, ob 
Caspase 8 im TK6 Zellsystem durch Bestrahlung aktiviert wird und ob ein radioprotek-
tiver Effekt von CAV1 und MDR1 durch eine differenzielle Spaltung von Caspase 8 
erklärt werden kann. Bezüglich Bestrahlung sollte außerdem untersucht werden, wel-
che Signalmoleküle für die Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 nach Bestrahlung 
relevant sind und welche Bedeutung die Phosphorylierung für den bestrahlungsindu-
zierten Zelltod hat. 
Folgende Kernaufgaben wurden formuliert: 
 Klonierung und Virusproduktion zur Etablierung der Zelllinien TK6-CAV1-
MDR1 und TK6-CAV1Y14F (mit an Position 14 mutiertem CAV1) 
 Studien zur Strahlenantwort (Caspase 8 Spaltung, Zelltod) und (Co-) Loka-
lisation von CAV1 und MDR1 nach ionisierender Bestrahlung 
 Analyse der beteiligten Kinasen an der Phosphorylierung von CAV1 nach 
Bestrahlung und Bedeutung von p-CAV1 Tyr14 für Zelltod nach Bestrahlung 
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2 MATERIAL 
2.1 Geräte 
Gerät Hersteller 
Agarosegeldokumentationseinheit Intas, Göttingen 
Agarosegelelektrophoresekammer Biozym, Landgraaf, Niederlande 
Dokumentationseinheit Fusion SL Vilber Lourmat, Eberhardzell 
Eismaschine Manitowoc, Herborn 
FACS Analysegerät Guava easyCyte  Merck Millipore, Billerica, USA 
FACS Sortiergerät Aria 1 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 
Feinstwaage BP301 S Sartorius, Göttingen 
Feinwaage LP 620 S Sartorius, Göttingen 
Fluoreszenzmikroskop DMIRB Leica, Wetzlar 
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 
Inkubator HERA cell Heraeus, Hanau 
Konfokales Laserscanning-Mikroskop 
TCS SP8 
Leica, Wetzlar 
Microplate Reader infinite M200 Tecan, Männedorf, Schweiz 
Nucleofector Lonza, Basel, Schweiz 
Pipetten Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe accu-jet BRAND, Wertheim 
Rollinkubator Stuart SRT2 Bibby Scientific, Staffordshire, UK 
SDS-PAGE und Western Blot Zubehör Biorad, München 
Sterilarbeitsplatz Herasafe Heraeus, Hanau 
Stickstofftank Biosafe Cryotherm, Kirchen/Sieg 
Stromversorgungsgerät PowerPack™ Biorad, München 
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Thermocycler peqSTAR 96X Universal 
Gradient 
VWR, Erlangen 
Ultrazentrifuge Discovery 100SE Thermo Scientific, Waltham, USA 
Vortex Mixer Bibby Scientific, Staffordshire, UK 
Western Blot Dokumentationssystem Vilber Lourmat, Eberhardzell 
Wippschüttler Stuart SSL4 Bibby Scientific, Staffordshire, UK 
Zellzählkammer Neubauer VWR, Erlangen 
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus, Hanau 
Zentrifuge Biofuge primo R Heraeus, Hanau 
Zentrifuge GS-6R Beckman Coulter, Krefeld 
2.2 Verbrauchsmaterial 
Material Hersteller 
96-well Platte mit flachem Boden Corning, Corning, USA 
Bakterienkulturröhrchen Corning, Corning, USA 
Blotting-Papier Macherey-Nagel, Düren 
Combitips Eppendorf, Hamburg 
Combitips advanced® biopur Eppendorf, Hamburg 
Cryoröhrchen Thermo Scientific, Waltham, USA 
Deckgläser Marienfeld, Lauda Königshofen 
Elektroporationsküvetten VPB-1002 Lonza, Basel, Schweiz 
Filter 0,45 µm Millex-HA Merck Millipore, Billerica, USA 
Multipette Eppendorf, Hamburg 
Nitrozellulosemembran Protran 0,2 µm GE Healthcare, Freiburg 
Objektträger Carl Roth, Karlsruhe 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg 
Pipettenspitzen mit Filter Biozym, Hessisch Oldendorf 
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Reagiergefäß 1,5 ml/2ml Eppendorf, Hamburg 
Röhrchen 15 ml/50 ml  Corning, Corning, USA 
Stangenpipetten 2 ml/5 ml/10 ml Corning, Corning, USA 
Super PAP Pen Beckman Coulter, Krefeld 
Vivaspin 20 MWCO 100000 Sartorius, Göttingen 
Zellkulturflasche 25 cm² Corning, Corning, USA 
Zellkulturflasche 75 cm² Corning, Corning, USA 
Zellkulturplatte 24-well Corning, Corning, USA 
Zellkulturplatte 6-well Corning, Corning, USA 
Zellkulturschalen VWR, Erlangen 
2.3 Chemikalien und kommerzielle Lösungen 
Chemikalie Hersteller 
1 kb DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt/Main 
100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Acrylamid Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe 
Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ampicillin AppliChem, Darmstadt 
APS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Bradford Proteinstandards Biorad, München 
Bradford Reagenz Biorad, München 
BSA Carl Roth, Karlsruhe 
Cyclosporin A Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
DAPI Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ethanol Avantor Performance Materials, Center 
Valley, USA  
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Formaldehyd, 37 % Avantor Performance Materials, Center 
Valley, USA 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe 
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Hoechst 33342 Thermo Scientific, Waltham, USA 
IPTG Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Laemmli-Proteinladepuffer, 2x Biorad, München 
LB Nährmedium Carl Roth, Karlsruhe 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 
MTT Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumbutyrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe 
PageRuler Plus Prestained Protein 
Ladder 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Phosphataseinhibitor Cocktail II Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Polybrene Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ponceau S Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
Propidiumjodid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Proteaseinhibitor Tabletten Roche, Basel, Schweiz 
Proteinladepuffer Biorad, München 
Rhodamine123 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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SDS Carl Roth, Karlsruhe 
TEMED Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Tris  Carl Roth, Karlsruhe 
Tween 20, 10 % Biorad, München 
Vectashield ohne DAPI Vector Laboratories, Burlingame, USA 
Vincristine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Wasserstoffperoxid, 30 % Merck, Darmstadt 
Western Lightning Plus ECL PerkinElmer, Waltham, USA 
X-Gal Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
β-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 
2.4 Puffer und Lösungen 
Sofern nicht anders vermerkt, sind Puffer und Lösungen in A. dest. angesetzt. 
Puffer/Lösung Zusammensetzung 
10 % APS 10 % w/v APS 
10 % SDS 10 % w/v SDS 
10x TBS-Puffer 0,2 M Tris, pH 7,5 
1 M NaCl 
10x Tris-Glycin-Puffer 1,92 M Glycin 
250 mM Tris 
ergibt pH 8,7 
50x TAE 
 
2 M Tris 
1 M Essigsäure 
50 mM EDTA, pH 8,0 
1x TAE 2 % v/v 50x TAE 
7x Proteaseinhibitor 1 Tablette in 1,5 ml A. dest. 
Agarosegellösung 1 % 1 % w/v Agarose 
in 1x TAE 
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Ampicillin- Stammlösung 100 mg/ml 
Annealing-Buffer 10 mM Tris-HCl pH 7,5 
1 mM EDTA 
50 mM NaCl 
Steril filtriert 
Blockierlösung 1 für Western Blot 
(nur für phospho-Antikörper) 
5 % w/v BSA 
in TBS-T 
Blockierlösung 2 für Western Blot 
 
5 % w/v Milchpulver 
in TBS-T 
Blockierlösung für Immunfärbung 1 % w/v BSA 
in PBS 
Blottingpuffer 10 % v/v 10x Tris-Glycin-Puffer 
20 % v/v Methanol 
DAPI Stammlösung 5 mg/ml 
in PBS 
Elektroporationspuffer 120 mM KCl 
0,15 mM CaCl2 
10 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 7,6 
25 mM HEPES, pH 7,6 
2 mM EGTA, pH 7,6 
5 mM MgCl2 
steril filtriert 
direkt vor Gebrauch zugeben: 
2 mM ATP, pH 7,6, steril filtriert 
5 mM Glutathion, steril filtriert 
Hoechst 33342 Stammlösung 10 mg/ml 
IPTG Stammlösung 200 mg/ml 
Laufpuffer 10 % v/v 10x Tris-Glycin-Puffer 
1 % v/v 10 % SDS 
LB-Agar mit Ampicillin 2,5 % w/v LB Pulver 
1,5 % w/v Agarpulver 
0,1 % v/v Ampicillin Stammlösung 
LB-Medium mit Ampicillin 2,5 % w/v LB Pulver 
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autoklaviert 
0,1 % v/v Ampicillin Stammlösung 
MTT-Lysepuffer 10 % v/v SDS 
in 0,01 M HCl 
MTT-Reagenz 5 mg/ml 
in PBS 
Poly-D-Lysin 10 % w/v Poly-D-Lysin 
in PBS 
Propidiumjodid Stammlösung 10 mg/ml 
RIPA-Puffer 150 mM NaCl 
50 mM Tris, pH 7,2-7,6 
2 mM EDTA 
1 % v/v 10 % SDS 
0,5 % w/v Na-Desoxycholat 
1 % v/v NP-40 
7 % v/v Glycerol 
1 % v/v Phosphataseinhibitor II 
14 % v/v 7x Proteaseinhibitor 
Sammelgelpuffer 1,5 M Tris 
pH 6,8 
Stainingmedium 4 % v/v FBS 
4 mM HEPES 
in PBS 
TBS-T 10 % v/v 10x TBS-Puffer 
1 % v/v Tween 20 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris 
pH 8,8 
X-Gal Stammlösung 50 mg/ml  
in Dimethylformamid 
Zellsortierungspuffer 2 mM EDTA 
1 % v/v FCS 
10 mM HEPES 
in HBSS 
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2.5 Kits 
Produkt Hersteller 
Maxipräparationskit Qiagen, Venlo, Niederlande 
Minipräparationskit peqGOLD VWR, Erlangen 
PCR Purification Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
TopTaq PCR Master Mix Kit Qiagen, Venlo, Niederlande 
2.6 Enzyme und Reagenzien 
Produkt Hersteller 
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt/Main 
T4 DNA Ligase New England Biolabs, Frankfurt/Main 
Transfektionsreagenz Metafectene Biontex Laboratories, München 
2.7 Primer 
Die für Klonierungen verwendeten Schnittstellen für Restriktionsenzyme sind un-
terstrichen. Die mutierte Position in der CAV1 Sequenz ist fett markiert. 
Primer Sequenz 
CAV1 For 5’- GGAATTCGGATCCGCCAGCATGTCTGGGGGC 
CAV1 Rev 5’- CTCTAGATTATATTTCTTTCTGCAAGTTGATGC 
CAV1-2A Rev 5´- CTCGAGTATTTCTTTCTGCAAGTTGATGCG 
CAV1Y14F For 5’- CGGAGGGACATCTCTTCACCG 
CAV1Y14F Rev 5’- CCGGATGGGAACGGTGAAGAG 
EGFP For 5’- GCTCGAGCCGGTCGCCACCATGGTGAGC 
EGFP Rev 5’- GTCTAGATTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 
MDR1-EGFP For 5’-GGGATCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC 
MDR1-EGFP Rev 5’- GCGGCCGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG 
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Sequenzierprimer 
M13 For 
5´- GTAAAACGACGGCCAG 
Geeignet für pGEM-T, pUC und pBluescript 
Sequenzierprimer 
SIN-Vektor 
5´- ATTAACCAATCAGCCTGCTTCTCG 
2.8 Vektoren 
Expressionskassetten/Plasmide Hersteller 
CAV1-2A-MDR Juliane Nehring 
CAV1-IRES-EGFP David Barzan180 
CAV1-RFP Patrick Maier 
CAV1Y14F-IRES-EGFP Juliane Nehring 
MDR1-EGFP Juliane Nehring 
MDR1-GFP Patrick Maier 
MGMT-2A-MDR1 Doreen Heckmann 181 
pCMV-VSV.G 182 
pConst Prof. Schütz (DKFZ, Heidelberg) 
pGEM-T Promega, Mannheim 
pHR’SIN-cPPT-SEW (Zitat) 183 
pMD.G 184 
pUC New England Biolabs, Frankfurt/Main 
2.9 Inhibitoren 
Produkt, Ziel, Lösungsmittel Hersteller 
SB203580, p38 Inhibitor, Ethanol Merck, Darmstadt 
SP600125, JNK Inhibitor, DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
SU6656, SFK Inhibitor, DMSO Merck, Darmstadt 
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2.10 Antikörper 
Primärantiköper 
Proteingröße, Gebrauchsverdünnung Hersteller 
Caspase 8 (#9746) 
57 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
Cleaved Caspase 8 (#9496) 
41/43 kDa, 18 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
CAV1 (N-Terminus) (sc-894) 
21 kDa, 1:20000 
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
CAV1 (C-Terminus) (LS-C118400) 
21 kDa, 1:1000 
LifeSpan BioSciences, Seattle, USA 
p-CAV1 (Tyr14) 
21 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
p38 (#8690) 
38 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
p-p38 (#9211) 
38 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
Src* (#2109) 
60 kDa,1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
p-SFK (#2113) 
60 kDa,1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
p-JNK (#9251) 
54 kDa, 46 kDa, 1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
JNK (#9258) 
54 kDa, 46 kDa,1:1000 
Cell Signaling Technology, Danvers, 
USA 
MDR1 (G-1) (sc-13131) 
170 kDa, 1:200 
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
β-Aktin (A5441) 
42 kDa, 1:20000 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
 
*Herstellerangaben: Antikörper erkennt möglicherweise auch andere Src Familienmitglieder. 
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Sekundärantikörper Hersteller 
goat anti-rabbit IgG-HRP (sc-2004) 
1:20000 
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005) 
1:20000 
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
Alexa Fluor® 594 goat anti-rabbit IgG 
ReadyProbes® 
2 Tropfen pro 1 ml 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG 
ReadyProbes® 
2 Tropfen pro 1 ml 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
2.11 Medien und Zusätze für die Zellkultur 
Medium/Zusatz Hersteller/Zusammensetzung 
10x Trypsin-EDTA 20 % v/v Trypsin  
in autoklavierter EDTA-Lösung 
2x Trypsin-EDTA 20 % v/v 10x Trypsin-EDTA 
in PBS 
DMEM Biochrom, Berlin 
EDTA-Lösung 0,25 % w/v, pH 7,2 – 7,4 
in PBS; autoklaviert 
EDTA-Lösung 0,25 % w/v  
in PBS; autoklaviert 
Einfriermedium 10 % v/v DMSO 
in Wachstumsmedium 
Fötales Kälberserum Biochrom, Berlin 
PBS Biochrom, Berlin 
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml) Biochrom, Berlin 
Pferdeserum, hitzeinaktiviert Biochrom, Berlin 
Polybrene Stammlösung 800 µg/ml 
in PBS 
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RPMI Biochrom, Berlin  
Transduktionsmedium 1 % v/v Polybrene Stammlösung 
in Wachstumsmedium 
Trypsin 1:250, 2,5 % Biochrom, Berlin 
Vincristine Stammlösung 1 µM Vincristine 
in PBS 
Wachstumsmedium 293T, HT1080 10 % v/v FBS  
in DMEM 
Wachstumsmedium TK6 10 % v/v hitzeinaktiviertes Pferdeserum 
in RPMI 
2.12 Zellen 
Zellen Quelle 
TK6 174 
HEK 293T ATCC, Manassas, USA 
185 
HT1080 186 
Kompetente E. coli DH5α Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA 
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3 METHODEN 
Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Arbeiten bei Raumtemperatur durchge-
führt. 
3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Zellkultivierung von TK6 Zellen 
TK6 Zellen wurden dreimal pro Woche im Verhältnis 1:15 passagiert. Hierfür wurde 
1 ml der Zellsuspension in 14 ml frischem Medium in eine 25 cm² Zellkulturflasche ge-
geben und bei 37 °C und 5 % CO2 stehend kultiviert. Pferdeserum wurde bei 65 °C für 
30 min hitzeinaktiviert. 
3.1.2 Zellkultivierung von 293T-Zellen 
Für die Virusproduktion benötigte Zellen wurden zweimal pro Woche im Verhältnis 
1:8 bis 1:15 passagiert. Hierfür wurde das verbrauchte Medium abgenommen und der 
Zellrasen vorsichtig mit 6 ml PBS gewaschen. Anschließend wurden 2 ml 2x Trypsin 
zugegeben und die Zellen zum Ablösen bei 37 °C für 2 min inkubiert. Um die Reaktion 
zu stoppen, wurde Zellkulturmedium zugegeben und die Zellen wurden resuspendiert. 
Ein entsprechender Anteil Zellsuspension wurde zu 13 ml frischem Zellkulturmedium 
in eine 75 cm² Zellkulturflasche gegeben und bei 37 °C und 5 % CO2 liegend kultiviert. 
3.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Einzufrierende Zellen wurden bei 140 g für 5 min zentrifugiert, der Überstand 
wurde verworfen und das Zellsediment in Einfriermedium aufgenommen, sodass die 
Zellkonzentration 1 x 106/ml betrug. Aliquots von je 1 ml wurden in Cryoröhrchen 
bei -80 °C über Nacht eingefroren, bevor sie zur dauerhaften Lagerung in Flüssigstick-
stofftanks transferiert wurden. Zum Auftauen wurden die Zellen in handwarmem Was-
ser aufgetaut, in 7 ml Medium aufgenommen, bei 140 g für 5 min zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Das Zellsediment wurde in 5 ml Medium aufgenommen und in 
eine 25 cm² Zellkulturflasche transferiert. Nach 48 h wurde das Medium auf 10 ml auf-
gefüllt. 
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3.2 Virusarbeiten und Etablierung von TK6 Zellmodellen 
3.2.1 Produktion lentiviraler Viruspartikel 
Transfektion von 293T-Zellen 
An Tag 1 wurden 5 x 106 293T-Zellen pro Produktionsplatte (10 cm Durchmesser) 
in 14 ml Zellkulturmedium ausgesät. Für eine Virusproduktion wurden 8 Platten aus-
gesät. Am Folgetag erfolgte die Transfektion der Zellen mit dem gewünschten lentivi-
ralen Plasmid sowie dem für das Hüllprotein VSV-G codierenden Plasmid 
pCMV-VSV.G und pMD.G, das für die Verpackungsproteine codiert. Für die Transfek-
tion wurde Metafectene nach Herstellerangaben eingesetzt. Pro Platte wurden 3,4 µg 
pCMV, 2,2 µg pMD.G und 4,4 µg des gewünschten lentiviralen Plasmids in 700 µl 
DMEM ohne FBS gegeben (Plasmid-Ansatz). Für den Metafectene-Ansatz wurden pro 
Platte 42 µl Metafectene in 700 µl DMEM ohne FBS gegeben. Plasmid- und Metafec-
tene-Ansatz wurden zum Transfektionsansatz vereint und für 15 min inkubiert. Pro 
Platte wurden 1,4 ml Transfektionsansatz zum Zellkulturmedium zugegeben und die 
Platte geschwenkt. An Tag 3 erfolgte am Morgen ein Mediumwechsel zu 5 ml Zellkul-
turmedium mit 10 mM Natriumbutyrat. Am Abend wurde das Natriumbutyrat haltige 
Medium entfernt und durch 7 ml DMEM ohne FBS ersetzt. 
Ernte der lentiviralen Viruspartikel 
An Tag 4 der Virusproduktion wurde der Überstand, der die lentiviralen Virusparti-
kel enthielt, mit einer 20 ml Spritze abgenommen und mittels 0,45 µm Filteraufsatz ge-
klärt. Danach wurde der geklärte Überstand auf Vivaspin-Säulen gegeben, die vorher 
mit DMEM ohne FBS äquilibriert worden waren. Die Konzentrierung der Viruspartikel 
bis auf 1 ml erfolgte durch Zentrifugation der Vivaspin-Säulen bei 1200 g und 4 °C. Die 
Lagerung der lentiviralen Viruspartikel erfolgte bei -80 °C in Aliquots von 100 µl. 
Titration lentiviraler Viruspartikel 
Für die Titration lentiviraler Viruspartikel mittels FACS-Analyse ist die cDNA für 
einen Fluoreszenzmarker in der Expressionscassette des lentiviralen Plasmids nötig. 
An Tag 1 wurden 8 x 104 HT1080-Zellen in 1 ml Zellkulturmedium pro well einer 
24-well Platte ausgesät. An Tag 2 erfolgte die Transduktion der HT1080 Zellen. Dazu 
wurde eine serielle Verdünnung des lentiviralen Virus in Transduktionsmedium im Be-
reich 1 x 10-1 bis 1 x 10-6 erstellt. Das von den Zellen verbrauchte Medium wurde ab-
genommen und pro well wurden je 300 µl jeder Virusverdünnungsstufe zugegeben. 
Für die Kontrolle wurden 300 µl Transduktionsmedium ohne Virus zugegeben. Nach 
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24 h wurde das Medium entfernt und durch 1 ml Zellkulturmedium ersetzt. An Tag 5 
wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden durch Trypsinierung abgelöst, in Zell-
kulturmedium aufgenommen und bei 140 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und das Sediment in 200 µl PBS aufgenommen. Die Probe wurde 
zur Unterscheidung lebender und toter Zellen mit Propidiumjodid (1:200) versetzt und 
im FACS-Gerät analysiert. 
3.2.2 Etablierung von TK6 Zellmodellen 
Transduktion von TK6 Zellen 
Die zu transduzierenden TK6 Zellen wurden einen Tag nach Passagieren gezählt 
und die Zellzahl auf 7,5 x 105 Zellen/ml eingestellt. Pro Transduktion wurden 200 µl 
dieser Zellsuspension in ein well einer 24-well -Platte pipettiert und mit dem nötigen 
Volumen an Virus versetzt, um die gewünschte Menge infektiöser Partikel im well zu 
erhalten. Zellen wurden mit einer MOI von 10 transduziert. Das nötige Virusvolumen 
wurde in Transduktionsmedium angesetzt und wenn nötig auf 300 µl Gesamtvolumen 
aufgefüllt. Am Folgetag wurde mit 200 µl Medium auf 500 µl Gesamtvolumen aufge-
füllt. 48 h nach Transduktion erfolgte die FACS-Analyse auf den Anteil an lebenden 
Zellen, der für den Fluoreszenzmarker (erfolgreiche Transduktion) positiv war. 
Expansion der transduzierten Zellen 
Zur Expansion der Zellen wurde nach erfolgtem Zellwachstum zunächst das Me-
dium bis auf 1 ml im 24-well aufgefüllt, der im nächsten Schritt mit 2 ml frischem Me-
dium in ein well einer 6-well-Platte transferiert wurde. Anschließend wurde mit 2 ml 
frischem Medium zu 5 ml aufgefüllt und die Zellen wurden in eine 25 cm² Zellkulturfla-
sche transferiert. Abschließend wurde mit 5 ml frischem Medium auf ein Gesamtvolu-
men von 10 ml aufgefüllt. In der Regel konnte der jeweils nächste Expansionsschritt 
nach 48 h durchgeführt werden. Nach Expansion wurde ein Teil der Zellen bei -80 °C 
eingefroren und der restliche Teil für die Sortierung verwendet. 
FACS-Sortierung der transduzierten TK6 Zellen  
Für die FACS-Sortierung der transduzierten TK6 Zellen, die einen Fluoreszenz-
marker enthielten, wurden 3 x 107 Zellen in 3 ml eiskaltem Zellsortierungspuffer auf-
genommen. Die Zellsuspension wurde bis zur Sortierung auf Eis gehalten. Nach der 
Sortierung wurden die Zellen bei 140 g für 5 min zentrifugiert, der Überstand wurde 
abgenommen, die Zellen wurden in 500 µl Medium mit Penicillin/Streptomycin (1:100) 
aufgenommen und in einem 24-well kultiviert, bis Zellwachstum sichtbar wurde. Zur 
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Beurteilung des Erfolgs der FACS-Sortierung wurde eine FACS-Analyse durchgeführt 
und mit der FACS-Analyse vor Sortierung verglichen. Konnte eine Erhöhung der In-
tensität und des Anteils an Zellen, die den Fluoreszenzmarker exprimierten, nachge-
wiesen werden, erfolgte die Expansion der sortierten Zellen in Medium mit 
Penicillin/Streptomycin (1:100). Sobald das Gesamtvolumen 10 ml in einer 25 cm² 
Zellkulturflasche betrug, wurden die Zellen 1:10 gesplittet und in je eine Flasche mit 
bzw. ohne Antibiotika im Medium ausgesät. Kam es zu keiner Kontamination der Zel-
len in Medium ohne Antibiotika, wurde ein Teil der Zellen bei -80 °C eingefroren. Der 
Rest wurde für die Weiterkultivierung und anschließende Selektion mit Vincristin oder 
zur Validierung der Zelllinie verwendet. 
Exzision der IRES-EGFP Sequenz mittels Cre-Rekombinase 
Nach Etablierung der Zelllinie TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP sollte die von LoxP-Stel-
len flanierte IRES-EGFP Sequenz mittels Cre-Rekombinase entfernt werden, um aus-
schließlich Effekte der mutierten CAV1 Sequenz zu analysieren. Da später auf EGFP 
negative Zellen sortiert werden sollte, musste zu Beginn der Anteil untransduzierter, 
für EGFP negative Zellen minimiert werden, indem zwei Sortierrunden auf EGFP 
durchgeführt wurden. Für die Exzision von IRES-EGFP wurde das für die Cre-Rekom-
binase codierende Plasmid (pConst) mittels Elekroporation in die Zellen eingebracht. 
Dazu wurden 2 µg Plasmid mit Elektroporationspuffer auf 95 µl aufgefüllt und 2 x 106 
Zellen TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP darin resuspendiert. Die Zelllösung wurde in eine 
Elektorporationsküvette gefüllt und der elektrische Impuls mit Programm X-009 aus-
gelöst. Danach wurde die Zelllösung in 1 ml Medium mit Penicillin/Streptomycin 
(1:100) aufgenommen, die Zellen gewaschen und in 500 µl in einem well einer 24-well-
Platte kultiviert. Nach erfolgreicher Expansion wurde mittels FACS die Minderung der 
EGFP positiven Population kontrolliert. Eine zweite Runde Elektroporation wurde 
durchgeführt, um den Anteil der EGFP negativen Population zu erhöhen. Anschlie-
ßend wurden die EGFP negativen Zellen sortiert und in Antibiotika freiem Medium kul-
tiviert um die Zelllinie TK6-CAV1Y14F zu etablieren. 
3.2.3 Validierung der transduzierten TK6 Zellen 
Die Expression der bei Transduktion eingebrachten DNA musste in den transdu-
zierten Zellen nachgewiesen werden. Dafür wurde die Expression auf Proteinebene 
mittels Western Blot getestet. Dabei wurde stets eine Negativkontrolle mitgeführt und 
ein Vergleich der Proteinexpression in den unterschiedlichen Etablierungsstadien 
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durchgeführt. Zelllinien wurden nur dann für Versuche verwendet, wenn Sortierung, 
Selektion und Validierung abgeschlossen waren. 
Rhodamin123-Assay 
Für Zellen, die mit MDR1 ohne GFP-Tag transduziert worden waren, war eine 
FACS-Analyse oder FACS-Sortierung auf GFP positive Zellen nicht möglich. Daher 
wurde der grün fluoreszierende Farbstoff Rhodamin123 eingesetzt, um MDR1 nach-
zuweisen und dessen Funktionalität zu prüfen. Der Farbstoff dringt in die Zellen ein 
und wird aktiv von MDR1 aus der Zelle heraustransportiert. Demzufolge besitzen nur 
solche Zellen funktionales MDR1, die nach kurzer Aufnahme von Rhodamin123 grün 
leuchten und nach etwa einer Stunde den Farbstoff herausgepumpt haben und nicht 
mehr grün leuchten. Das Assay wurde auch bei der Virustiterbestimmung in transdu-
zierten HT1080-Zellen eingesetzt. 
Folgender Färbeplan wurde für den Versuch verwendet (Tabelle 1): 
Probe Zellen Rh123 PJ Cyclosporin A Zweck 
1 MDR1 negativ - - - 
Geräteinstellung 2 MDR1 negativ + - - 
3 MDR1 negativ - + - 
4 MDR1 negativ + + - 
Kontrolle 
5 MDR1 negativ + + + 
6 MDR1 positiv + + - 
Messung 
7 MDR1 positiv + + + 
Tabelle 1: Färbeplan für das Rhodamin123-Assay. 
Pro Reaktionsgefäß wurden 1 x 106 Zellen in 1 ml Medium eingestellt. Die Nega-
tivkontrollen (NK) wurden mit 10 µl Cyclosporin A (Endkonzentration 1,5 µM) versetzt 
und 2 min inkubiert. Nun wurden 10 µl Rh123 (Endkonzentration 200 ng/µl) in die ent-
sprechenden Reaktionsgefäße gegeben und alle Proben bei 37 °C für 30 min im 
Schüttler inkubiert. In dieser Zeit gelangt der Farbstoff in die Zellen. Danach wurden 
die Zellen bei 850 g für 3 min sedimentiert und 3 x mit je 1 ml Stainingmedium gewa-
schen. Dabei wurden die Negativkontrollen mit je 7,5 µl Cyclosporin A versetzt. Nach 
dem dritten Waschschritt wurden die Zellen in je 1 ml Medium resuspendiert, die Ne-
gativkontrollen zusätzlich mit je 7,5 µl Cyclosporin A versetzt und alle Proben bei 37 °C 
für 1 h im Schüttler inkubiert. In dieser Zeit gaben die MDR1-positiven Zellen den Farb-
stoff wieder ab. Danach wurden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen. Bis zur 
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FACS-Messung wurden die Zellen auf Eis gehalten. Unmittelbar vor der FACS-
Messung wurde Propidiumjodid (Endkonzentration 5 µg/ml) zu den entsprechenden 
Proben gegeben. Gemessen wurden die rote und grüne Fluoreszenz. 
Vincristine Killing Curve 
Zellen, die mit HR’SIN-MDR1 transduziert worden waren, wurden mit Vincristin se-
lektiert, um eine reine Zellpopulation zu erhalten, die funktionales MDR1 exprimiert. 
Vincristin ist ein Vincaalkaloid, das als Mitosehemmer in der Chemotherapie eingesetzt 
wird. Nur von Zellen, die funktionales MDR1 besitzen, wird Vincristin aktiv aus der Zelle 
heraustransportiert, wodurch diese Zellen dem Zelltod entgehen, den dieses Zytosta-
tikum in MDR1-defizienten Zellen hervorruft. Für die Selektion wurde zunächst eine 
geeignete Vincristin-Konzentration mittels Verdünnungsreihe ermittelt. Ausgehend von 
einer 2 µM Vincristin Stammlösung wurden jeweils zweifache Verdünnungen (in PBS) 
bis 0,125 µM hergestellt, die 1:100 eingesetzt wurden (Endkonzentrationen 20 nM, 
10 nM, 5 nM, 2,5 nM, 1,25 nM). Je 1 x 105 Zellen in 1 ml pro well einer 24-well Platte 
wurden in Duplikaten ausgesät und mit Vincristin behandelt. Unbehandelte Zellen 
dienten als Kontrolle. Nach 96 h Inkubation bei 37 °C wurden Zellen per FACS-
Messung analysiert und der Anteil lebender Zellen auf die unbehandelte Kontrolle nor-
malisiert. Als geeignete Startkonzentration für die Selektion auf Populationen mit wenig 
funktionalem MDR1 wurden 10 nM ermittelt, für Populationen mit fast ausschließlich 
funktionalem MDR1 konnten 20 nM eingesetzt werden. Da die Halbwertszeit von Vin-
cristin im Serum nach intravenöser Injektion zwischen 5 min und 85 h liegt, wurden die 
mit Vincristin inkubierten Zellen alle 48 h 1:2 gesplittet, wobei die Zellen gewaschen 
und in Wachstumsmedium mit frischem Vincristin aufgenommen wurden. Die Gesamt-
zeit der Selektion betrug 8 Tage. Mittels Rhodamin123-Assay wurde der Erfolg der 
Vincristin-Selektion kontrolliert. 
3.3 Proteinbiochemische Methoden 
3.3.1 Präparation von Proteinlysaten mit RIPA-Puffer 
Von den TK6 Zellen wurden 2 x 106 Zellen in ein 15-ml Röhrchen übergeführt, bei 
850 g für 5 min zentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und das Sediment 
in 180 µl RIPA-Puffer aufgenommen. Zur Verhinderung von Dephosphorylierung und 
Proteindegradation wurden 2,1 µl Phosphataseinhibitor Cocktail II und 30 µl Protease-
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inhibitor zugesetzt. Lysate wurden bei -20 °C gelagert. Vor Verwendung wurden Ly-
sate bei 4 °C und 5300 g für 10 min zentrifugiert, um Zelltrümmer zu sedimentieren. 
Nur der klare Überstand wurde eingesetzt. 
3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
Die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford basiert auf der Bindung des 
Farbstoffs an Proteine, wodurch sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 
470 nm auf 595 nm verschiebt. Für die Eichgerade wurden 5 µl der kommerziellen 
Proteinstandards (125 µg/ml bis 2 mg/ml) von Biorad verwendet. Für den Leerwert 
wurde A. dest. eingesetzt. Zur Messung wurde das Lysat 1:20 in A. dest. verdünnt, um 
Effekte des SDS im RIPA-Puffer zu reduzieren. Leerwert, Standard und 5 µl der ver-
dünnten Probe wurden in Duplikaten auf eine 96-well Platte mit flachem Boden pipet-
tiert, mit 250 µl Bradford Reagenz versetzt und nach 5 min wurde die Extinktion bei 
595 nm gemessen. 
3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
SDS-Polyacrylamidgele wurden verwendet, um Proteine voneinander zu tren-
nen 187. Durch die Polymerisation des Acrylamids entsteht ein Netzwerk durch das die 
Proteine wandern, wobei größere Proteine sich langsamer durch das Gel bewegen. 
Das im Vergleich zum Trenngel großporige Sammelgel lässt Proteine schneller pas-
sieren. Dadurch werden sie an der Gelgrenze vor dem Eintritt ins Trenngel kon-
zentriert. Disulfidbrücken im Protein werden durch β-Mercaptoethanol im Proteinlade-
puffer reduziert. Das ebenfalls enthaltene anionische SDS bindet an Proteine (1,4 g 
SDS pro g Protein) und maskiert deren Eigenladung. Dadurch erfolgt bei der Protein-
wanderung zur Anode die Trennung unterschiedlicher Proteine hauptsächlich auf 
Grund ihrer Größe. Zur Beurteilung der Molekülgröße wurde stets ein entsprechender 
Proteinmarker mitgeführt, der aus Gründen der Übersichtlichkeit nur teilweise in den 
Abbildungen dargestellt ist. Trenn- und Sammelgel wurden entsprechend der unten 
stehenden Angaben hergestellt (Tabelle 2). 
Zur Herstellung der Gele wurde das Biorad-System verwendet. Das Trenngel 
wurde zwischen die Glasplatten gegossen und mit A. bidest überschichtet. Nach Po-
lymerisation des Trenngels wurde das A. bidest entfernt, das Trenngel mit Sammelgel 
überschichtet und der Kamm eingesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels 
wurde der Kamm entfernt, die Taschen mit 1x Laufpuffer gespült und die Glasplatten 
von der Halterung in die mit 4 °C kaltem Laufpuffer gefüllte Elektrophoreseapparatur 
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gespannt. Pro Vertiefung wurden 20 μg Protein aufgetragen. Die Proteinproben wur-
den 1:2 mit 2x Laemmli-Proteinladepuffer (komplettiert mit β-Mercaptoethanol) ver-
setzt und für 5 min bei 95 °C hitzedenaturiert, auf Eis gestellt und vor der Gelbeladung 
zentrifugiert. Der Gellauf erfolgte bei 85 V bis der Ladepuffer das untere Gelende er-
reicht hatte. 
 
12 % Trenngel Sammelgel 
A. bidest 4,9 ml 1,4 ml 
Trenngelpuffer 3,8 ml - 
Sammelgelpuffer - 250 µl 
Rotiphorese® Gel 30 6,0 ml 330 µl 
10 % SDS 150 µl 20 µl 
10 % APS 150 µl 20 
TEMED 6 µl 2 µl 
Tabelle 2: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel. 
3.3.4 Western Blotting 
Mittels Western Blotting wurden die Proteine vom Gel auf eine Membran transfe-
riert 188. Nach dem Gellauf wurde das Gel aus der Vorrichtung gelöst und das Sam-
melgel abgetrennt. Das Trenngel, sowie die passgenau zugeschnittenen Filterpapiere 
und die Nitrocellulosemembran wurden in Blottingpuffer äquilibriert. Nacheinander 
wurden drei Lagen Filterpapier, die Nitrocellulosemembran, das Trenngel und drei ab-
schließende Lagen Filterpapier übereinander gelegt. Luftblasen im Blotstapel wurden 
durch Abrollen mit einer Glasröhre entfernt. Das Blotten erfolgte für 1,5 h mit 200 mA. 
Die Membran wurde nach dem Blotten für 2 min in Ponceau S gelegt um den erfolg-
reichen Proteintransfer nachzuweisen. Nach Entfärbung mit A. bidest und TBS-T wur-
den freie Proteinbindestellen auf der Membran 1 h mit Blockierlösung blockiert. An-
schließend erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in Antikörperlösung über 
Nacht bei 4 °C auf dem Rollschüttler. Die Antikörperlösung mit dem Primärantikörper 
wurde abgenommen und die Membran 3x 5 min mit TBS-T auf dem Wippschüttler ge-
waschen. Danach erfolgte die Inkubation mit einem für den Primärantikörper geeigne-
ten Sekundärantikörper in TBS-T. Die Sekundärantikörperlösung wurde verworfen und 
die Membran 3x 5 min mit TBS-T auf dem Wippschüttler gewaschen. Für die Detektion 
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wurde die Membran mit dem Substrat Western Lightning Plus ECL laut Herstelleran-
gaben inkubiert. Das Sekundärantikörper gekoppelte Enzym wandelt das Substrat um, 
wobei ein Lichtsignal entsteht, das mit dem Fusion Solo dokumentiert wurde. Es wurde 
ausschließlich unterhalb der Detektionsobergrenze gearbeitet. 
3.4 Molekularbiologische Methoden 
3.4.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation eines spezifischen 
DNA-Abschnitts, der durch die Wahl der Primer definiert wird 189. Die doppelsträngige 
DNA muss zunächst bei 95 °C aufgeschmolzen werden. An die nun einzelsträngig vor-
liegende DNA können die Primer über komplementäre Basenpaarung spezifisch bin-
den. Diesem sog. Annealing schließt sich, ausgehend von den Primern, die Synthese 
des komplementären Strangs durch die DNA-Polymerase an. Durch Wiederholung der 
Temperaturänderungen wird die von den Primern begrenzte Sequenz in jedem Zyklus 
verdoppelt. Das PCR-Produkt kann im Agarosegel auf korrekte Größe kontrolliert wer-
den und anschließend für eine blunt-end Ligation bspw. in pGEM-T verwendet werden, 
um stets auf die Sequenz von Interesse zugreifen zu können. Die zur Amplifikation der 
Zielsequenz verwendeten Primer besitzen in ihrem 5‘-Bereich die Erkennungssequenz 
für unterschiedliche Restriktionsendonukleasen. Somit kann das über PCR amplifi-
zierte DNA-Fragment aus pGEM-T geschnitten und in einen anderen Vektor kloniert 
werden, der mit den gleichen Restriktionsendonukleasen verdaut wurde. 
Für die PCR wird die thermostabile Taq-Polymerase des thermophilen Bakteriums 
Thermus aquaticus verwendet. Für die Reaktion wurde ein 50 μl PCR-Ansatz laut 
TopTaq Master Mix Kit pipettiert. Zu 0,6 μg DNA wurden 25 μl 2x TopTaq Master Mix, 
1 μl Primer For (10 µM), 1 µl Primer Rev (10 µM) und 5 μl CoralLoad Concentrate pi-
pettiert und auf 50 μl wurde mit A. bidest aufgefüllt. Die PCR erfolgte auf diese Weise: 
BamHI-CAV1Y14F-XbaI  BamHI-CAV1Y14F-XhoI 
10 min 95 °C  10 min 95 °C 
30 sek 95 °C  30 sek 95 °C 
30 sek 60 °C  30 sek 56 °C 
1 min  72 °C  1 min  72 °C 
Wdh. Schritt 2 – 4 30x  Wdh. Schritt 2 – 4 30x 
10 min 72 °C  10 min 72 °C 
∞  4 °C  ∞  4 °C 
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Mutagenese mittels Overlap-PCR 
Um eine Mutation in eine bestehende cDNA einzufügen, wurden Primer syntheti-
siert, die sich in dem zu mutierenden Bereich überlappen und die entsprechende Mu-
tation enthalten. Zusätzlich wurden ein 5‘-flankierender Primer und ein 3‘-flankierender 
Primer verwendet, die jeweils in ihrem 5‘-Bereich entsprechende Restriktionsschnitt-
stellen für spätere Klonierungsschritte enthielten (Abb. 6). In zwei unabhängigen PCR-
Reaktionen wurden zunächst Amplifikate generiert, die sich aus dem 5‘-flankierenden 
Primer mit 3‘-Mutageneseprimer bzw. 3‘-flankierenden Primer mit 5‘-Mutagenesepri-
mer ergeben. Beide PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese auf kor-
rekte Größe überprüft und anschließend mit dem PCR Purification Kit gereinigt. Dabei 
werden Nukleotide, Primer, Enzyme und Salze entfernt. In der abschließenden Reak-
tion wurde mittels 5‘- und 3‘-flankierenden Primern das Gesamtprodukt hergestellt. 
Hierfür wurden von jedem PCR-Produkt 50 ng eingesetzt. Eine Größenkontrolle im 
Agarosegel und die Reinigung mit dem PCR Purification Kit erfolgten ebenfalls. Das 
PCR-Produkt wurde für eine blunt-end-Ligation eingesetzt. 
 
Abb. 6: Prinzip der Mutagenese-PCR. In zwei unabhängigen PCR-Reaktionen werden PCR-Produkte 
generiert, die die gewünschte Mutation enthalten. Die Mutageneseprimer überlappen in einem Bereich 
5‘ und 3‘ um die Mutation. In einer abschließenden PCR werden die zwei vorherigen PCR-Produkte als 
Template eingesetzt, wobei die Polymerase einen durchgehenden Strang synthetisiert. Dieses PCR-
Produkt enthält nun die Mutation an der gewünschten Stelle sowie Restriktionsschnittstellen, wie sie 
von den genflankierenden Primern vorgegeben werden. 
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3.4.2 Agarosegelektrophorese 
Agarosegelelektrophorese wurde durchgeführt, um DNA einer Probe ihrer Größe 
nach aufzutrennen. Die Phosphatgruppen der DNA sind negativ geladen, daher be-
wegt sie sich nach Anlegen einer Spannung von der Kathode zur Anode durch das 
Gel. Handelt es sich um linearisierte DNA, bewirkt der Siebeffekt des Gels, dass län-
gere DNA das Gel langsamer durchläuft als kurze DNA. Neben der Größe beeinflusst 
jedoch auch die Konformation der DNA ihr Laufverhalten. Um die DNA sichtbar zu 
machen, wurde Ethidiumbromid verwendet, das in die DNA interkaliert und sie unter 
UV-Licht sichtbar macht. Zur Beurteilung der Fragmentgröße wurde stets ein geeigne-
ter Marker mitgeführt. Die 1 %-ige Agarosegellösung wurde unter Kochen hergestellt 
und nach Abkühlen mit Ethidiumbromid versetzt. Anschließend wurde sie in eine mit 
Kamm versehene, abgedichtete Vorrichtung gegossen. Nachdem das Gel fest gewor-
den war, wurde der Kamm entfernt, die Proben mit 6x Probenladepuffer versetzt und 
aufgetragen. Der Gellauf fand in 1x TAE-Puffer bei 100 V für 30 min statt. Die Geldo-
kumentation erfolgte mit dem Intas Gel Imager. Banden für eine Ligation wurden aus 
dem Gel ausgeschnitten. 
3.4.3 Ligation 
Um Vektor und Insert mit Überhängen miteinander zu ligieren, müssen deren En-
den zueinander komplementär sein. Die Ligase schließt das Zuckerphosphatrückgrat 
durch Ausbildung einer Esterbindung zwischen den DNA-Molekülen. Für den Liga-
tionsansatz wurden 2 μl 10x Ligationspuffer und 1 μl T4 DNA-Ligase eingesetzt. Die 
eingesetzten Mengen an Vektor und Insert variierten je nach Ligation; gängig war ein 
Verhältnis von 1:3 von Vektor:Insert. Für die Berechnung der einzusetzenden Volu-
mina wurden folgende Formeln verwendet: 
 
ng (Insert) =
ng (Vektor) × kb Größe (Insert)
kb Größe (Vektor)
 × 
Insert 
 Vektor 
Ratio 
Volumen (Insert) =
ng (Insert)
Konzentration (Insert)
  
Volumen (Vektor) =
ng (Vektor)
Konzentration (Vektor)
 
 
Der Ansatz wurde auf 10 μl mit A. bidest aufgefüllt und 1 h inkubiert. Für den Kon-
trollansatz wurde statt Insert A. bidest eingesetzt. 
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3.4.4 Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
50 μl DH5α E. coli-Zellen wurden mit dem Ligationsansatz bzw. dem Ligationskon-
trollansatz versetzt, 10 min auf Eis inkubiert, für 1 min einem Hitzeschock bei 42 °C 
ausgesetzt und anschließend mit LB-Medium auf 300 µl aufgefüllt. Der Transformati-
onsansatz wurde für 45 min bei 37 °C geschüttelt, danach 3 min bei 850 g sedimentiert 
und der Überstand vorsichtig abgegossen. Das Sediment wurde im zurückbleibenden 
LB-Medium resuspendiert und auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Die Inkuba-
tion erfolgte über Nacht bei 37 °C. Für die Blau-Weiß-Selektion wurden auf die Agar-
platten vor Ausplattieren der Bakterien das chromogene Substrat X-Gal und IPTG aus-
gestrichen. Für die Klonierung wurden E. coli. verwendet, deren lacZ Operon mit einer 
multiplen Klonierungsstelle ausgestattet ist. Bleibt das lacZ Operon intakt, wird funk-
tionelle β-Galaktosidase produziert, mit deren Hilfe X-Gal hydrolysiert wird und ein 
blaues Pigment in den Kolonien entsteht (so genannte -Komplementation). Wird auf 
Grund der eingebrachten Fremd-DNA die lacZ Sequenz unterbrochen, wird keine X-
Gal hydrolysierende β-Galaktosidase hergestellt, und es bilden sich weiße Kolonien, 
die eine erfolgreiche Rekombination anzeigen. 
3.4.5 Präparation von Plasmid-DNA (Minipräparation) 
Für die DNA-Präparation im kleinen Maßstab (Minipräparation) wurde eine Kolonie 
der LB-Ampicillin-Agarplatte mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und über 
Nacht bei 37 °C in 4 ml LB-Medium mit Ampicillin geschüttelt. Am Folgetag wurde die 
Plasmid-DNA mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit laut Herstellerangaben extra-
hiert. Zunächst wurden die Zellen sedimentiert, lysiert, und anschließend die DNA an 
eine Silikamembran gebunden. Nach mehreren Waschschritten, in denen Kontamina-
tionen entfernt wurden, erfolgte die Elution der Plasmid-DNA mit 50 µl Elutionspuffer. 
3.4.6 Restriktionsverdau 
Sequenzabschnitte von meist 6 bp oder 8 bp können spezifisch von Restriktions-
enzymen erkannt werden. Diese spalten die Phosphodiesterbindung des DNA-
Rückgrats. Die Restriktionsenzyme wurden so gewählt, dass sie den Zielvektor genau 
einmal schneiden und gleichzeitig komplementäre Überhänge entstehen, an die ein 
gleichermaßen verdauter DNA-Abschnitt von Interesse binden kann. Für den Verdau 
wurde 500 ng DNA eingesetzt. Zusätzlich wurden pro Verdau 1 µl 10x BSA, je 1 µl der 
benötigten Restriktionsenzyme und 1 µl Puffer für die entsprechende Enzymkombina-
tion verwendet. Der Ansatz wurde auf 10 μl mit A. bidest aufgefüllt und erfolgte für 1 h 
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bei 37 °C. Der Restriktionsansatz wurde auf ein Agarosegel aufgetragen. Bei korrekten 
Bandengrößen nach der Klonierung eines PCR-Fragments erfolgte die Überprüfung 
der korrekten Nukleotidabfolge durch Sequenzierung. Nach einem präparativen Ver-
dau von 4 µg DNA wurden die Banden der korrekten Größe ausgeschnitten und die 
DNA extrahiert, bevor sie für die nächste Ligation eingesetzt wurde. 
3.4.7 Gelelution 
Um die DNA mittels QIAquick Gel Extraction Kit aus dem Gel zu extrahieren, wurde 
laut Herstellerangaben gearbeitet. Die Gelstücke wurden in Puffer QC, einem Hoch-
salzpuffer, bei 50 °C geschmolzen und anschließend wurde die DNA an eine Silica-
Säule gebunden. Nach mehreren Waschschritten, in denen Enzyme, Salze, Agarose, 
Nukleotide und Primer sowie andere Verunreinigungen entfernt wurden, erfolgte die 
Elution der DNA mit 30 µl Niedrigsalzpuffer. Die DNA konnte nun für die nächste Liga-
tion eingesetzt werden. 
3.4.8 Präparation von Plasmid-DNA (Maxipräparation) 
Für die DNA-Präparation im großen Maßstab (Maxipräparation) wurde nach dem 
Hitzeschock der DH5α E. coli-Zellen eine Vorkultur angesetzt. Dazu wurden die Zellen 
in 3 ml LB-Medium mit Ampicillin aufgenommen und bei 37 °C 4 h geschüttelt. Die 
Vorkultur wurde anschließend zu 150 ml LB-Medium mit Ampicillin gegeben und über 
Nacht bei 37 °C geschüttelt. Am Folgetag erfolgte die Plasmid-Präparation mittels 
Qiagen Plasmid Plus Maxi Kit laut Herstellerangaben. Das Zellsediment wurde lysiert, 
und die DNA anschließend an eine Silikamembran gebunden. Die Elution erfolgte mit 
200 µl Elutionspuffer. 
3.5 Zellbehandlung 
3.5.1 H2O2 
Zur Induktion von oxidativem Stress wurden in 6-well Platten ausgesäte TK6 Zellen 
für die angegebenen Zeitpunkte und Konzentrationen bei 37 °C mit H2O2 inkubiert und 
anschließend Zelllysate hergestellt. Für die Inhibitorstudien wurden die Zellen mit Ve-
hikel, 10 µM SB203580 (p38 MAPK Inhibitor), SP600125 (JNK Inhibitor) oder SU6656 
(SFK Inhibitor) für 1 h bei 37 °C vorbehandelt und anschließend mit H2O2 bei 37 °C 
inkubiert. 
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3.5.2 Bestrahlung 
Die Bestrahlung der Zellen erfolge mit 6 MV Röntgenstrahlung und einer Dosisrate 
von 6,7 Gy/min am Patientenbestrahlungsgerät (Elekta Synergy) der Klinik für Strah-
lentherapie und Radioonkologie der Medizinischen Fakultät Mannheim. Für die Inhi-
bitorstudien wurden die Zellen mit Vehikel, 10 µM SB203580 (p38 MAPK Inhibitor), 
SP600125 (JNK Inhibitor) oder SU6656 (SFK Inhibitor) für 1 h bei 37 °C vorbehandelt 
und anschließend bestrahlt. 
Zellen wurden ausschließlich in der Log-Wachstumsphase bestrahlt, da andern-
falls Unterschiede bezüglich Proliferation und Apoptose nicht mehr sichtbar sind 190. 
3.6 Analysen zum Zellüberleben nach Bestrahlung 
3.6.1 Kurzzeit-Proliferationsassay mittels MTT 
Das Prinzip des MTT-Assays beruht auf der Umwandlung des gelben Tetra-
zoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein 
blauviolettes Formazan in den Mitochondrien metabolisch aktiver Zellen. Direkt vor 
Bestrahlung wurden pro Vertiefung 2 x 104 Zellen in 100 µl in 96-well Platten mit fla-
chem Boden ausgesät. Für jede Bedingung erfolgte eine Vierfachbestimmung. Zell-
freies Kulturmedium wurde für die Leerwertbestimmung eingesetzt. Nach Bestrahlung 
folgte die Inkubation für 24 h, 48 h oder 72 h bei 37 °C. Danach wurden 20 µl 
MTT-Reagenz zugegeben, die Platten für weitere 4 h bei 37 °C inkubiert und anschlie-
ßend 100 µl MTT-Lysepuffer zugegeben. Nach Inkubation über Nacht bei 37 °C wurde 
die Absorption bei 540 nm gegen den Hintergrund bei 690 nm gemessen. Von allen 
Messwerten wurde der Mittelwert des Leerwerts subtrahiert. 
3.6.2 Langzeit-Proliferationsassay mittels alamarBlue 
Das alamarBlue Assay wurde verwendet um die Proliferation bestrahlter TK6 Zel-
len zu quantifizieren. Das Prinzip basiert auf der Umwandlung des blauen, oxidierten 
Resazurins in das reduzierte, rote Resorufin durch metabolisch aktive Zellen. Die Flu-
oreszenzmessung von alamarBlue erfolgt mit einer Anregungswellenlänge von 
530 nm und einer Emissionswellenlänge von 590 nm. Direkt vor Bestrahlung wurden 
pro well 1000 Zellen in 200 µl in 96-well Platten ausgesät. Für jede Bedingung erfolgte 
eine Vierfachbestimmung. Für die Messung der metabolischen Aktivität in den ersten 
24 h nach Bestrahlung erfolgte direkt nach Bestrahlung die Zugabe von 20 µl ala-
marBlue pro well und die sofortige Messung der Fluoreszenz. Nach Inkubation bei 
37 °C für 24 h wurde die Fluoreszenz erneut gemessen und die Differenz (24 h nach 
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Zugabe – direkt nach Zugabe) aus 4 wells gemittelt. Für Tag 2 wurde 24 h nach Be-
strahlung alamarBlue zugesetzt, gemessen und 24 h nach dieser Zugabe erneut ge-
messen, um die mittlere Differenz zu berechnen. Dieses Schema wurde bis Tag 10 
nach Bestrahlung fortgesetzt. Alle Messwerte wurden zur Berechnung der relativen 
Fluoreszenzintensität (RFI) auf Tag 1 normalisiert. 
3.6.3 Koloniebildungstest 
Zur Untersuchung des klonogenen Zellüberlebens nach Bestrahlung wurden je 
200 µl einer TK6 Zellsuspension mit der angegebenen Zellkonzentration (Tabelle 3) in 
96-well Platten ausgesät und anschließend bestrahlt. Für jede Bedingung wurde eine 
vollständige 96-well Platte eingesetzt 191. Nach 14 Tagen wurde die Anzahl an wells 
ohne Kolonien bestimmt und damit die Überlebensfraktion gemäß 
SF = ln (96/WIR) / ln (96/W0) berechnet, wobei WIR die Anzahl an wells ohne Kolonien 
bei einer bestimmten Dosis ist, und W0 die Anzahl an wells ohne Kolonien bei 0 Gy ist. 
Die Überlebenskurven (SF: surviving fraction, Überlebensfraktion) wurden mit dem li-
near-quadratischen Modell SF (D) = exp(-(αD+βD²)) gefittet, wobei D die Bestrah-
lungsdosis, α und β zellspezifische Parameter, αD die Anfangsneigung der Kurve bei 
niedrigen Dosen und βD die Krümmung der Kurve bei höheren Dosen darstellen. 
Dosis Zellkonzentration 
0 Gy 5/ml 
1 Gy 10/ml 
2 Gy 100/ml 
3 Gy 250/ml 
4 Gy 500/ml 
6 Gy 2500/ml 
Tabelle 3: Zellkonzentrationen für die verwendeten Bestrahlungsdosen. 
3.6.4 Apoptosemessung nach Zellkernfärbung mittels Hoechst 
Zellen wurden für 24 h und 48 h nach Bestrahlung bei 37 °C inkubiert und danach 
für 10 min mit 4 % Paraformaldehyd fixiert. Fixierte Zellen wurden mit Hoechst 33342 
versetzt (Endkonzentration 10 µg/ml) und am Fluoreszenzmikroskop 200 Zellenkerne 
gezählt. Kerne mit irregulärer Chromatinkondensation (fragmentierte Zellkerne) wur-
den als apoptotisch bewertet. 
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3.6.5 DAPI Färbung 
Für die Analyse der Koloniebildungstests wurde DAPI verwendet, um Zellkerne zu 
färben und Aufschluss über die Natur der Kolonien in TK6-CAV1-MDR1 zu erhalten. 
DAPI wurde direkt in das zu analysierende well gegeben und mittels Fluoreszenzmik-
roskop wurden die Zellen dokumentiert. 
3.7 Co-Lokalisationsstudien 
3.7.1 Immunfluoreszenzfärbung 
Zellbestrahlung 
TK6-CAV1-MDR1 wurden mit 2 Gy bestrahlt und anschließend zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten nach Bestrahlung fixiert. Dazu wurde 1 ml Zellsuspension bei 850 g 
für 3 min zentrifugiert und das Sediment für 10 min mit 4 % Paraformaldehyd fixiert. 
Danach wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen und abschließend in 300 µl PBS 
gelagert. 
Vorbereitung der Objektträger 
Zunächst wurde eine Methode etabliert, mit der die in Suspension wachsenden 
TK6 Zellen auf dem Objektträger immobilisiert wurden, um die Fluoreszenzfärbung 
durchführen zu können. Unter sterilen Bedingungen wurde der zu verwendende Ob-
jektträger mit Ethanol gereinigt und randnah mit Fettstift ein rechteckiges Areal aufge-
zeichnet. Dieses Areal wurde mit Poly-D-Lysin für 5 min beschichtet und anschließend 
2x mit PBS und A. dest. gewaschen. Der getrocknete Objektträger wurde in eine sterile 
Petrischale gelegt. Das beschichtete Areal wurde nun mit den nach Bestrahlung fixier-
ten, in PBS gelagerten, Suspensionszellen benetzt und die Schale über Nacht im In-
kubator gehalten, um eine gute Zellhaftung zu erreichen. 
Immunfluoreszenzfärbung 
Nach Haftung der Zellen an den Objektträger über Nacht wurde das Medium vor-
sichtig abgekippt und der Objektträger unter sterilen Bedingungen getrocknet. An-
schließend wurde das Areal 2x mit PBS gewaschen. Um dabei das Ablösen der Zellen 
zu vermeiden, wurden nachfolgend alle Flüssigkeiten vorsichtig in einer Ecke des Are-
als zugegeben und anschließend der Objektträger auf dem Wippschüttler sanft ge-
schwenkt. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen, anschließend mit 1 % BSA in 
PBS für 20 min blockiert und erneut 2x mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem 
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Primärantikörper (1:100 in PBS) erfolgte für 1 h, anschließend wurde 2x mit PBS ge-
waschen, gefolgt von Inkubation mit dem Sekundärantikörper im Dunkeln. Nach 2x 
waschen mit PBS wurden die Zellen mit Vectashield ohne DAPI eingedeckt. 
3.7.2 Konfokalmikroskopie  
Die Analyse der Lokalisation von CAV1 und MDR1 in bestrahlten TK6-CAV1-
MDR1 erfolgte mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop. Folgende Einstellun-
gen wurden für alle Messungen verwendet: Airy Unit 1; Frame Average 4; Sequential 
Scan – Between Frames. Anhand der Lookup Tables (LUT) wurde die Laserintensität 
so eingestellt, dass die Signalsättigung minimal gehalten wurde. Zur Detektion von 
Alexa Fluor 488 wurde mit 488 nm angeregt und im Emissionsbereich von 493 nm – 
596 nm gemessen; zur Detektion von Alexa Fluor 594 wurde mit 552 nm angeregt und 
im Emissionsbereich von 600 nm – 765 nm gemessen. Für konfokale z-Stapel wurden 
Start- und Endpunkt definiert und im Abstand von 0,35 µm in beiden Kanälen sequen-
tiell (between frames) ein Bild aufgenommen, sodass pro Stapel 35 - 40 Ebenen auf-
genommen wurden. 
3.7.3 Auswertung 
Die statistische Auswertung der Bilder erfolge mittels ImageJ-Software Version 
1.50b und den Plugins Coloc2 und Colocalization Threshold. Es wurden zwei unter-
schiedliche Plugins verwendet, da Li ICQ nur in Coloc2 verfügbar war und Abweichun-
gen der Datenausgabe beobachtet wurden, die sich erst mit der Zeit als marginal her-
ausstellten. Für die Berechnung der Kolokalisationsparameter wurden 200 Zellen pro 
Kondition analysiert. Die Bewertung der Co-Lokalisation auf Basis einer Gelbfärbung 
bei Überlappung von rot und grün ist unzureichend, da sie voraussetzt, dass die Grau-
skaladynamik der Kanäle „rot“ und „grün“ identisch sind (was praktisch großer Zufall 
wäre). Der hier verwendete grundlegende Ansatz zur Bewertung von Co-Lokalisation 
ist ein statistischer Ansatz basierend auf der Analyse von Korrelationskoeffizienten, 
die die Stärke der linearen Beziehung zwischen Grauwerten der Fluoreszenzintensität 
der Pixel von rotem und grünem Bildpaar wiedergibt 192, 193. Mittels Costes-Methode 
wurde in automatischer Berechnung ein unterer Grenzwert festgelegt 194. 
Pearson R 
Von Pearson entwickelt und von Manders für Lokalisationsstudien adaptiert 195, 
196. Die Grauwerte der Pixelintensitäten des roten und grünen Bildes werden in 
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einem x-y-Koordinatensystem als sog. scatter plot dargestellt. Anhand der Ver-
teilung kann für solche Pixel mit Intensitäten in beiden Kanälen eine statistische 
Beziehung ermittelt werden. Bei Proportionalität ist diese eine Linie, deren An-
stieg die Stöchiometrie wiedergibt (bei indentischen Intensitäten der Kanäle ist 
der Anstieg exakt 1). Pearson R gibt die Korrelation, also die Güte, dieser Gera-
den wieder (bei perfekter Korrelation: R = 1; bei perfektem Ausschluss: R = -1). 
Trotz perfekter Korrelation nimmt R ab, wenn eine der Intensitäten überwiegt. Bei 
partieller Co-Lokalisation gibt es Pixelintensitäten, die ausschließlich rot oder 
grün sind, sodass eine diffuse Wolke entsteht, deren Gerade eine Korrelation von 
-1 < R < 1 aufweist. Die Zunahme von Rauschen führt zu einer diffusen Wolke 
nahe des Koordinatenursprungs, sodass Korrelation R der Regressionsgeraden 
in Richtung 0 abnehmen wird. 
Manders‘ Koeffizient 
Dieser basiert auf der Pearson-Korrelation. Der Koeffizient wird für beide Kanäle 
separat angegeben (tM1 und tM2). Er ist unabhängig von Unterschieden der In-
tensität der Kanäle. Voraussetzung ist, dass der Hintergrund gleich 0 ist; ist sehr 
anfällig für Rauschen. Es ist keine Unterscheidung zwischen vollständiger und un-
vollständiger Co-Lokalisation möglich. Es gibt keine Proportionalität der Signale 
wieder, sondern reines Signalauftreten. 
tM1 =
Summe (Intensität rot, wenn grün >  0)
Summe Intensität rot
 
tM2 =
Summe (Intensität grün, wenn rot >  0)
Summe Intensität grün
 
Li ICQ (intensity correlation quotient) 
Dieser Ansatz basiert darauf, dass eine Zunahme in einem Kanal auch eine 
Zunahme im anderen Kanal bedeutet, und anders herum (synchrone Intensitäts-
korrelation). Die statistische Berechnung basiert auf der Annahme, dass die Diffe-
renz aller Pixelintensitäten (Ai, Bi) eines Kanals zur mittleren Intensität (a, b) (fast) 
null ist, und dass das Produkt dieser Differenz (Ai – a) x (Bi – b) für die unter-
schiedlichen Kanäle demzufolge auch nahe null liegt. Bei co-lokalisierten Pixeln ist 
die synchrone Abweichung der tatsächlichen Intensität vom jeweiligen Kanalmit-
telwert entweder positiv oder negativ, und in jedem Fall für alle Kanäle mit dem 
gleichen Vorzeichen behaftet, sodass das Produkt der Differenzen positiv ist. Bei 
Asynchronität ist das Produkt negativ. Die Intensitätsskala wird herunterskaliert, 
  Methoden 
55 
sodass die höchste Intensität bei 1 liegt. Die normalisierten Intensitätswerte (zw. 0 
und 1) werden als Funktion des Produkts (Ai – a) x (Bi – b) angegeben (ergibt pro 
Kanal ein Diagramm). Für den ICQ wird von dem Quotient der Summe positiver 
Produkte (synchrone Pixel) [(Ai – a) x (Bi – b) / alle Produkte (Ai – a)] der Wert 0,5 
abgezogen. Bei Zunahme der Co-Lokalisation nehmen die positiven Produkte zu 
und der Wert steigt an; bei Abnahme der Co-Lokalisation sinkt die Synchronität, 
die negativen Produkte nehmen zu, und der Quotient sinkt. 
Die folgende Tabelle 4 gibt einen Überblick über die ausgewerteten Parameter, 
deren Bedeutung, mögliche Wertelage und Eigenschaften. 
Plugin Colocalization Threshold und Coloc2 Nur Coloc2 
Para-
meter Manders‘ tM1, tM2 196 Pearsons‘ R Li ICQ 197 
B
e
d
e
u
tu
n
g
 
Ratio aus Summe der 
Intensitäten eines Ka-
nals (beide Kanäle > 0) 
zu Gesamtintensität 
des Kanals 
Güte der linearen 
Regressionsgerade, 
die die Beziehung 
zwischen Kanalin-
tensitäten be-
schreibt 
Zeigt, ob Pixelintensi-
täten in beiden Kanä-
len über/unter dem je-
weiligen Kanalmittel 
liegen (synchron oder 
asynchron) 
W
e
rt
e
la
g
e
 
0 ≤ tM1/tM2 ≤ 1 
0: perfekter Aus-
schluss 
1: perfekte Co-Lokali-
sation 
- 1 ≤ R ≤ +1 
-1: perfekter Aus-
schluss 
+1: perfekte Co-Lo-
kalisation 
-0,5 ≤ ICQ ≤ +0,5 
-0,5: perfekter Aus-
schluss (asynchron) 
+0,5: perfekte Co-Lo-
kalisation (synchron) 
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E
ig
e
n
s
c
h
a
ft
e
n
 
 Unabhängig von un-
terschiedlichen 
Pixelintensität in den 
Kanälen 
 biologisch interpre-
tierbar 
 Voraussetzung: kein 
Hintergrund 
 keine Unterschei-
dung zwischen voll-
ständiger und unvoll-
ständiger Co-Lokali-
sation 
 unkomplizierte 
Berechnung 
 erkennt perfekte 
Korrelation sehr 
gut 
 abhängig von ei-
ner linearen Be-
ziehung der Pixel-
intensitäten 
 beeinflusst von 
bleedthrough 
 keine Wichtung der 
Signalintensitäten 
 Beeinflusst durch 
Rauschen 
 
 
 
Tabelle 4: Übersicht über Co-Lokalisationsparameter und deren Eigenschaften. 
3.8 Statistische Auswertung 
Jeder Versuch wurde mindestens dreimal durchgeführt, und der Mittelwert sowie 
der Standardfehler wurden berechnet. Statistische Signifikanz wurde mittels zweiseiti-
gem Student t-Test berechnet. 
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4 ERGEBNISSE 
4.1 Etablierung der Zellmodelle 
4.1.1 TK6-MDR1-EGFP, TK6-CAV1-RFP und TK6-MDR1-EGFP-CAV1-RFP 
Zur Durchführung von Studien zur Kolokalisation von CAV1 und MDR1 sollte ein 
TK6 Zellmodell etabliert werden, in dem gleichzeitig CAV1 und MDR1 als Fusionspro-
teine mit RFP bzw. EGFP exprimiert werden. Zunächst sollten TK6wt lentiviral mit 
MDR1-EGFP transduziert und mittels FACS auf EFGP-Expression sortiert und durch 
Zugabe von 20 nM Vincristin auf Expression von MDR1 selektiert werden, um an-
schließend das CAV1-RFP-Konstrukt einzubringen und auf zusätzlich RFP-
Expression zu sortieren. Die Umsetzung der Klonierungsstrategie (Abb. 7) und Etab-
lierung der Zelllinie TK6-MDR1-EGFP nach Transduktion war erfolgreich (Abb. 8). 
 
Abb. 7: Strategie zur Klonierung von pHR’SIN-MDR1-EGFP und Darstellung von pHR’SIN-CAV1-
RFP. Mittels PCR wurde EGFP amplifiziert und in pGEM-T kloniert. Anschließend erfolgte die Klonie-
rung von EGFP in das Leseraster der 5‘-liegenden cDNA von MDR1. Die Expressionskassette wurde 
zur Herstellung von pHR’SIN-MDR1-EGFP mit dem lentiviralen Vektorrückgrat verbunden. Analog dazu 
war der Aufbau des Plasmids pHR’SIN-CAV1-RFP. Größe der die verschiedenen Elemente der viralen 
DNA repräsentierenden Felder korreliert nicht mit Länge der DNA-Sequenz. 
5‘ LTR cPPT SFFV WPRE ∆3‘LTR
XhoI
EGFP
XbaIXhoI
pGEM-T-EGFP
3 5 
EGFPMDR1
XbaI
pUC-MDR1-EGFP
3 5 
pHR'SIN-MDR1-EGFP
XhoINotIBamHI
EGFPMDR1
XbaIXhoINotIBamHI
5‘ LTR cPPT SFFV WPRE ∆3‘LTR
XhoI
pHR'SIN-CAV1-RFP
RFPCAV1
XbaIXhoIBamHI
  Ergebnisse 
58 
Nach Transduktion von TK6-MDR1-EGFP mit den lentiviralen Partikeln HR’SIN-
CAV1-RFP sollte mittels FACS eine Zellpopulation sortiert werden, die gleichzeitig po-
sitiv für EGFP (MDR1) und RFP (CAV1) ist. Dabei fiel auf, dass die Zellpopulation TK6-
MDR1-EGFP bei FACS-Analyse auch starke Signale im roten Fluoreszenzkanal auf-
wies (Abb. 9), sodass eine klare Abgrenzung der TK6-MDR1-EGFP von den zu pro-
duzierenden TK6-MDR1-EGFP-CAV1-RFP nicht möglich sein würde. Aus Zeitgründen 
wurde daher für die Kolokalisationsstudien die in Abschnitt 4.1.2 etablierte Zelllinie 
TK6-CAV1-MDR1 verwendet. Vorteile dieser Zelllinie sind, dass Effekte der Fluores-
zenz-Tags umgangen werden und mögliche sterische Behinderungen nicht eintreten. 
Zusätzlich wurden alle funktionellen Studien mit der gleichen Zelllinie durchgeführt, 
statt für Lokalisationsstudien und Überlebensassays unterschiedliche Zelllinien zu ver-
wenden. Vorteilhaft war außerdem, dass die TK6-CAV1-MDR1 Zellen ähnliche CAV1- 
und MDR1-Level aufwies wie die Zelllinien mit der jeweiligen Einzelexpression, was 
für die Vergleichbarkeit des Zellüberlebens nach Bestrahlung bedeutsam war. 
 
Abb. 8: Etablierung der Zelllinie TK6-MDR1-EGFP. A) Vergleich der im FACS detektierten grünen 
Fluoreszenz in TK6wt und TK6-MDR1-EGFP vor und nach Sortierung mittels FACS sowie zusätzlich 
nach Selektion mit 20 nM Vincristin. B) Expression von MDR1 in TK6wt und sortierten TK6-MDR1-EGFP 
nach Selektion mit 20 nM Vincristine. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Sortierung auf EGFP und 
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anschließende Selektion auf funktionales MDR1 führte zu einer starken Expression von EGFP in > 99 % 
der Zellen in der FACS-Analyse, was durch den Western Blot bestätigt wurde. Der sichtbar niedrigere 
MDR1-Gehalt wurde durch Selektion mit Vincristin verbessert. 
 
Abb. 9: Vergleich der roten und grünen Fluoreszenz in TK6wt, TK6-CAV1-RFP und TK6-MDR1-
EGFP. TK6wt Zellen wiesen erwartungsgemäß keine Fluoreszenz auf, während TK6-CAV1-RFP 
(TK6wt transduziert mit CAV1-RFP, unsortiert) eine geringe rote Fluoreszenz aufwiesen. In TK6-MDR1-
EGFP wurde nicht nur die erwartete grüne Fluoreszenz detektiert, sondern auch ein wesentlicher Anteil 
roter Fluoreszenz. Für die spätere Etablierung von TK6-MDR1-EGFP-CAV1-RFP wäre keine Unter-
scheidung zwischen rot und grün möglich gewesen. 
4.1.2 TK6-CAV1-MDR1 
Für die gleichzeitige Überexpression von CAV1 und MDR1 in TK6 Zellen war es 
anfangs das Ziel, in einer Expressionskassette die jeweilige cDNA von CAV1 und 
MDR1 über die 2A-Sequenz von FMDV (2A) miteinander zu verbinden. Die Transkrip-
tion und Translation erfolgt damit als Fusionsgen und erst posttranslational kommt es 
zur Spaltung innerhalb der 2A-Sequenz, wodurch eine äquimolare Transgenexpres-
sion erreicht wird. Die bereits im lentiviralen Vektor vorliegende Expressionskassette 
MGMT-2A-MDR 181 wurde in einen pUC-Vektor transferiert. Anschließend konnte die 
cDNA von MGMT durch die cDNA von CAV1 ersetzt und die CAV1-2A-MDR1-
Kassette wieder in den Ausgangsvektor kloniert werden (Abb. 10). Der Zwischentrans-
fer in pUC war notwendig, da bei der Substitution von MGMT durch CAV1 die BamHI- 
und XhoI-Schnittstellen genutzt wurden. Da allerdings das lentivirale Vektorrückgrat 
ebenfalls eine XhoI-Schnittstelle enthielt, war ein direkter Austausch nicht möglich. 
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Abb. 10: Strategie zur Klonierung von pHR’SIN-CAV1-2A-MDR1. Die cDNA von CAV1 ersetzte 
MGMT in der bereits bestehenden Expressionskassette MGMT-2A-MDR1, die zunächst in pUC trans-
feriert wurde. Anschließend wurde CAV1-2A-MDR1 in den lentiviralen Vektor pHR’SIN für die Etablie-
rung von pHR’SIN-CAV1-2A-MDR eingefügt. Größe der die verschiedenen Elemente der viralen DNA 
repräsentierenden Felder korreliert nicht mit Länge der DNA-Sequenz. 
Nach Selektion mit Vincristin (durch Expression von MDR1 verbessertes Überle-
ben der transduzierten Zellen) konnte im Western Blot keine Expression von CAV1 
und von MDR1 nachgewiesen werden. Deshalb wurde mit diesem Vektor nicht weiter-
gearbeitet. Um dennoch die Überexpression beider Proteine in einer Zelllinie zu etab-
lieren, wurden die bereits etablierten TK6-CAV1 mit den lentiviralen Partikeln HR’SIN-
MDR1 transduziert. Hier konnte nach Selektion von TK6-CAV1-MDR1 mit Vincristin 
eine deutliche Überexpression von CAV1 und MDR1 gezeigt werden, wobei TK6wt als 
Negativkontrolle diente (Abb. 11A). Da das Zellüberleben nach Bestrahlung zwischen 
den Zelllinien TK6-CAV1-MDR1, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 verglichen werden sollte, 
war an dieser Stelle wichtig, dass der Grad der Überexpression von CAV1 und MDR1 
in TK6-CAV1-MDR1 ähnlich dem in der jeweiligen Zelllinie mit nur einem Transgen 
war. Die CAV1-Expression war in den Zelllinien TK6-CAV1 und TK6-CAV1-MDR1 er-
wartungsgemäß ähnlich, da TK6-CAV1 als Vorstufe von TK6-CAV1-MDR1 dienten. 
Da die Expression von MDR1 in der vor mehreren Jahren etablierten Zelllinie TK6-
MDR1 deutlich niedriger war als in der frisch transduzierten Zelllinie TK6-CAV1-MDR1 
(Abb. 8B), wurden TK6-MDR1 analog zu TK6-CAV1-MDR1 mit Vincristin selektiert, um 
eine vergleichbare Expression von MDR1 zu erhalten (Abb. 11A, rechts). Im Rhoda-
min123-Assay wurde die Funktionalität von MDR1 mittels FACS Analyse nachgewie-
sen (Abb. 11B). 
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Abb. 11: Etablierung der Zelllinie TK6-CAV1-MDR1. TK6-CAV1 wurden mit lentiviralen Partikeln 
HR’SIN-MDR1 transduziert und nach Expansion mittels Vincristin selektiert. A) Vergleich der Überex-
pression von CAV1 und MDR1 in TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 mittels Western 
Blot. Die Expression von CAV1 bzw. MDR1 ist in den Zelllinien mit jeweiliger Einzelexpression ähnlich 
wie in der Zelllinie mit gleichzeitiger Expression von CAV1 und MDR1. B) Bestätigung der Funktionalität 
von MDR1 mittels FACS-Analyse nach Rhodamin123-Assay. Der grün fluoreszierende Farbstoff Rho-
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damin123 dringt in die Zellen ein und wird aktiv von MDR1 heraustransportiert (obere Reihe). Die spe-
zifische Inhibition von MDR1 und seiner Transportfunktion erfolgte mit Cyclosporin A, wodurch der Farb-
stoff in den Zellen verblieb (untere Reihe). 
Der Farbstoff diffundiert in die Zellen und kann durch MDR1 aktiv herausgepumpt 
werden. In TK6wt, die kein MDR1 exprimieren, verblieb der Farbstoff in ca. 97 % der 
Zellen, während ca. 95 % der TK6-MDR1 und ca. 97 % der TK6-CAV1-MDR1 negativ 
für Rhodamin123 waren. Die spezifische Inhibition der Transportfunktion von MDR1 
mittels Cyclosporin A führte zur Retention des Farbstoffs in MDR1 positiven Zellen. 
Der niedrigere Anteil von Zellen mit sehr hohem Rhodamin123-Gehalt in TK6-MDR1 
im Vergleich zu TK6-CAV1-MDR1 (ca. 70 % vs. ca. 96 %) ist möglicherweise auf eine 
experimentelle Variation der Vincristin-Konzentration und/oder eine leicht niedrigere 
MDR1-Expression zurückzuführen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht kritisch, da in 
beiden Zelllinien die Transportfunktion von MDR1 vergleichbar war. Die Zelllinie TK6-
CAV1-MDR1 wurde in Abschnitt 4.2 für die Untersuchungen zur Radioprotektion bei 
gleichzeitiger Überexpression von CAV1 und MDR1 verwendet. 
4.1.3 TK6-CAV1Y14F 
Für die Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Phosphorylierung von Ty-
rosin (Y) an Position 14 von CAV1 (Tyr14) wurde eine CAV1 Tyr14-defiziente Zelllinie 
etabliert (Abb. 12). Zuerst wurde das entsprechende Codon der cDNA von CAV1 mit-
tels PCR mutiert (TTC statt TAC), so dass bei der Proteinsynthese an Stelle von Tyr 
die nicht phosphorylierbare Aminosäure Phenylalanin (F) eingebaut wird. Beide Ami-
nosäuren unterscheiden sich nur in der bei Phenylalanin fehlenden OH-Gruppe, so-
dass potentielle strukturelle Änderungen des CAV1 Proteins minimal sind. Die so her-
gestellte cDNA wurde in einen modifizierten lentiviralen Vektor pHR’SIN-cPPT-SEW 
kloniert 183. 
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Abb. 12: Strategie zur Klonierung von pHR’SIN-CAV1Y14F. Nach Mutagenese-PCR zur Modifikation 
von Tyr (Y) zu Phe (F) an Position 14 wurde die cDNA CAV1Y14F in pGEM-T zwischenkloniert und an-
schließend in das lentivirale Vektorrückgrat zur Etablierung von pHR’SIN-CAV1Y14F-IRES-EGFP einge-
fügt. Nach Etablierung der entsprechenden TK6 Zelllinie dienten die LoxP-Stellen der Exzision des 
IRES-EGFP-Abschnitts mittels Cre-Rekombinase zur Etablierung von TK6-CAV1Y14F. Größe der die 
verschiedenen Elemente der viralen DNA repräsentierenden Felder korreliert nicht mit Länge der DNA-
Sequenz. 
TK6wt-Zellen wurden mit den lentiviralen Partikeln HR’SIN-CAV1Y14F-IRES-EGFP 
transduziert und auf Expression von EGFP mittels FACS sortiert, um eine reine Popu-
lation mit Überexpression der Transgenkassette zu etablieren. Anschließend wurde 
mit dem Plasmid pConst, das die cDNA der Cre-Rekombinase enthält, durch Elektro-
poration transfiziert. Durch die Cre-Rekombinase konnte über die LoxP-Stellen der 
IRES-EGFP-Abschnitt entfernt werden. Fünf Tage nach Transfektion erfolgte die Sor-
tierung mittels FACS auf Zellen ohne Expression von EGFP, um die Zelllinie TK6-
CAV1Y14F analog zu den TK6-CAV1 Zellen zu etablieren 180 (Abb. 13A). Dabei war 
entscheidend, dass die TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP Zellpopulation eine besonders 
hohe Reinheit aufwies, da durch die anschließende Sortierung EGFP-negativer Zellen 
auch initial untransduzierte Zellen mitsortiert wurden. Die FACS-Analyse ergab, dass 
nur 0,6 % der TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP Population EGFP-negativ waren, was als 
akzeptabel für die Fortsetzung der Etablierung von TK6-CAV1Y14F angenommen 
wurde. Mittels Western Blot wurde die Expression von CAV1 in allen Etablierungssta-
dien bestätigt. TK6-CAV1 wiesen dabei eine etwas niedrigere CAV1-Expression auf 
als TK6-CAV1Y14F (Abb. 13B). Für die Western Blots wurde ein Antikörper eingesetzt, 
der CAV1 im C-terminalen Bereich bindet, also außerhalb des N-terminalen Bereichs, 
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in dem sich die Aminosäure 14 befindet. Zusätzlich wurde durch die Behandlung mit 
H2O2 bestätigt, dass durch den Zelletablierungsprozess eine Tyr14 defiziente Zelllinie 
hergestellt wurde, die kein an Position 14 phosphorylierbares CAV1 exprimiert (Abb. 
13C). 
 
Abb. 13: Kontrolle der erfolgreichen Mutation von CAV1 an Tyr14. A) FACS-Analyse zur Kontrolle 
der EGFP-Expression während der Etablierungsstadien von Zelllinie TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP 
(CAV1Y14F-I-E) hin zu TK6-CAV1Y14F. Die Sortierung nach Transduktion ergab eine zu > 99 % EGFP-
positive Population. Durch Elektroporation, mit der EGFP entfernt wurde, sank der EGFP-Gehalt, der 
nach abschließender Sortierung bei > 98 % lag. B) Kontrolle der Expression von CAV1 in unterschied-
lichen Etablierungsstadien im Western Blot mit einem C-terminal bindenden CAV1 Antikörper. β-Aktin 
diente als Ladekontrolle. C) Bestätigung der Abwesenheit von Tyr14 in TK6-CAV1Y14F nach Behandlung 
mit den angegebenen H2O2 Konzentrationen für 20 min im Vergleich zu TK6-CAV1. 
4.2 Funktionelle Studien zur gleichzeitigen Überexpression von 
CAV1 und MDR1 
Da für CAV1 bereits eine Verbesserung des Zellüberlebens nach ionisierender Be-
strahlung in TK6 Zellen gezeigt und eine Rolle von MDR1 bei der Radioprotektion 
ebenfalls etabliert worden war, sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob 
die gleichzeitige Überexpression von CAV1 und MDR1 die Radioprotektion verstärkt. 
Hierzu wurde die Proliferation von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-
MDR1 mit dem Vitalfarbstoff alamarBlue über 10 Tage nach Bestrahlung mit 2 Gy und 
4 Gy verfolgt. Für einen kürzeren Zeitraum nach Bestrahlung und ein breiteres Do-
sisspektrum wurde mittels MTT das Zellüberleben analysiert. Im Koloniebildungstest 
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wurde das klonogene Überleben der TK6-CAV1-MDR Zellen im Vergleich zu TK6wt, 
TK6-CAV1 und TK6-MDR1 14 Tage nach Bestrahlung gemessen. Zusätzlich wurde 
anhand der Fragmentierung von bestrahlten Zellkernen nach Bestrahlung der Anteil 
apoptotischer Zellen ermittelt. 
4.2.1 Langzeit-Proliferationsassay mittels alamarBlue 
Um das Proliferationsverhalten und die Repopulierung nach Bestrahlung zu unter-
suchen, wurden TK6 Zellen über einen Zeitraum von 10 Tagen nach Bestrahlung täg-
lich mit dem Vitalfarbstoff alamarBlue für 24 h inkubiert und die proliferative Kapazität 
der Zellen in diesem Zeitraum gemessen. Verglichen wurden die Zelllinien TK6wt, 
TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 (Abb. 14). Als Kontrolle dienten unbe-
strahlte TK6 Zellen, die innerhalb von 5 Tagen nach Versuchsbeginn eine so hohe 
Zelldichte erreicht hatten, dass keine weitere Zunahme der Zellzahl stattfand und somit 
kein weiteres alamarBlue verstoffwechselt wurde. Aufgrund der Vielzahl möglicher sta-
tistischer Tests wird im Folgenden insbesondere auf den Vergleich zwischen den Zell-
linien über den gesamten Versuchszeitraum bzw. frühe/späte Phase (Tag 2 – 6/Tag 
7 – 10) eingegangen, da der Vergleich der Einzelzeitpunkte durch die niedrige Ver-
suchsanzahl und die hohe Schwankung der Daten nur begrenzt aussagekräftig war. 
Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und alle weiteren Angaben wurden relativ dazu ge-
troffen. Eine tabellarische Datenübersicht befindet sich auf Seite 67 (Tabelle 5). Aus 
Gründen der Übersichtlichkeit wurden in der Abbildung keine Signifikanzen angege-
ben. 
Ohne Bestrahlung wurde über den gesamten Versuchszeitraum (10 Tage) die 
stärkste Zunahme der relativen Fluoreszenzintensität (RFI) in TK6-CAV1-MDR1 beo-
bachtet (CAV1-MDR1 vs. WT: 16,7 vs. 15,0, p = 0,03 // CAV1-MDR1 vs. CAV1: 16,7 
vs. 13,8, p = 0,0001 // CAV1-MDR1 vs. MDR1: 16,7 vs. 14,3, p = 0,0002), v. a. bedingt 
durch die Tage 7-10. Nach TK6-CAV1-MDR1 war die RFI in TK6wt und TK6-MDR1 
statistisch vergleichbar (15,0 vs. 14,3, p = 0,41). Die niedrigste RFI über den Versuchs-
zeitraum erreichten TK6-CAV1 (WT vs. CAV1: 15,0 vs. 13,8, p = 0,003 // MDR1 vs. 
CAV1: 14,3 vs. 13,8, p = 0,36). Die Bestrahlung induzierte bei allen Zelllinien eine von 
der Dosis abhängige Minderung der Proliferation, sodass die höchste Zelldichte erst 
nach 8 Tagen (2 Gy) bzw. 10 Tagen (4 Gy) erreicht wurde (0 Gy: Tag 6). 
Nach Bestrahlung mit 2 Gy wiesen TK6-MDR1 im Vergleich zu den anderen Zell-
linien die höchste RFI auf, gefolgt von TK6wt, wobei kein statistischer Unterschied 
zwischen diesen beiden Zelllinien gefunden wurde (MDR1 vs. WT: 13,3 vs. 12,6, 
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p = 0,32). Auch zwischen TK6-CAV1 und TK6-CAV1-MDR1 gab es keinen statisti-
schen Unterschied der RFI (11,2 vs. 11,5, p = 0,56), beide Zelllinien lagen jedoch deut-
lich niedriger als TK6wt und TK6-MDR1 (WT vs. CAV1: 12,6 vs. 11,2, p = 0,0006 // WT 
vs. CAV1-MDR1: 12,6 vs. 11,5, p = 0,08 // MDR1 vs. CAV1: 13,3 vs. 11,2, p = 0,0004 
// MDR1 vs. CAV1-MDR1: 13,3 vs. 11,5, p = 0,009). 
Auch nach Bestrahlung mit 4 Gy wiesen TK6-MDR1 im Vergleich zu den anderen 
Zelllinien die höchste RFI auf, gefolgt von TK6wt und TK6-CAV1 (vergleichbare RFI) 
und TK6-CAV1-MDR1 (MDR1 vs. WT: 8,8 vs. 7,0, p = 0,02 // MDR1 vs. CAV1: 8,8 vs. 
6,3, p = 0,0001 // MDR1 vs. CAV1-MDR1: 8,8 vs. 3,3, p < 0,0001 // WT vs. CAV1: 7,0 
vs. 6,3, p = 0,11 // CAV1-MDR1 vs. WT: 3,3 vs. 7,0, p < 0,0001 // CAV1-MDR1 vs. 
CAV1: 3,3 vs. 6,3, p = 0,0003). 
Zusammengefasst war die anhand der RFI bestimmte Proliferation/Repopulierung 
von TK6-CAV1-MDR1 ohne Bestrahlung am stärksten und nach Bestrahlung am nied-
rigsten im Vergleich zu den anderen Zelllinien. Das höchste Überleben nach Bestrah-
lung wiesen TK6-MDR1 auf, sowohl nach 2 Gy als auch nach 4 Gy. Die Prolifera-
tion/Repopulierung von TK6-CAV1 war vergleichbar oder schlechter im Vergleich zu 
TK6wt und TK6-MDR1.  
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Abb. 14: Zellproliferation und Repopulierung von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-
MDR1 nach Bestrahlung mit 2 Gy und 4 Gy über einen Zeitraum von 10 Tagen. TK6 Zellen wurden 
direkt nach Aussaat bestrahlt. Die Inkubation mit alamarBlue für 24 h wurde für jeden Messtag durch-
geführt und die Fluoreszenz 24 h nach Zugabe und direkt nach Zugabe ermittelt. Messtag 1 diente der 
Normalisierung. Die Kurven zeigen Mittelwert und Standardfehler von 4 unabhängigen Experimenten. 
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Die anhand der RFI abgelesene Proliferation/Repopulierung von TK6-CAV1-MDR1 war ohne Bestrah-
lung am stärksten und nach Bestrahlung am niedrigsten im Vergleich zu den anderen Zelllinien. Das 
beste Überleben nach Bestrahlung mit 2 Gy oder 4 Gy wiesen TK6-MDR1 auf. Die Proliferation/Repo-
pulierung von TK6-CAV1 war vergleichbar oder schlechter im Vergleich zu TK6wt und TK6-MDR1. 
4.2.2 Kurzzeit- Proliferationsassay mitels MTT 
Weil nach Verwendung von alamarBlue starke Messschwankungen auftraten, 
wurde überprüft, ob unter Verwendung eines alternativen Farbstoffs präzisere Daten 
erhoben werden konnten. Außerdem wurden unter alamarBlue-Einsatz vor allem Un-
terschiede zu späteren Zeitpunkten (Tag 6-10) deutlich. Daher sollten frühe Zeitpunkte 
nach Bestrahlung mit einem alternativen Farbstoff untersucht werden. Dafür wurde 
MTT verwendet, das von lebenden Zellen verstoffwechselt wird, wobei ein messbarer 
Farbumschlag eintritt. Für die Analysen wurde der Zeitraum zwischen 24 h und 72 h 
nach Bestrahlung gewählt und die Höchstdosis erhöht. Verglichen wurde das Zellüber-
leben von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 (Abb. 15). 
Da sich die initial gemessene Absorption zwischen den unbestrahlten Zelllinien 
unterschied, wurden die erhobenen Daten jeder Zelllinie auf den Mittelwert von 0 Gy 
der jeweiligen Zelllinie bezogen, um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen. Die 
Darstellung der relativen Absorption erfolgte logarithmisch. Aufgrund der Vielzahl mög-
licher statistischer Tests wird im Folgenden insbesondere auf den Vergleich zwischen 
den Zelllinien über das gesamte Dosisspektrum eingegangen, da der Vergleich der 
Einzeldosen durch die niedrige Versuchszahl und relativ hohen Schwankung der Da-
ten nur begrenzt aussagekräftig war. Die relative Absorption unbestrahlter Zellen 
wurde mit 100 % angesetzt und alle weiteren Angaben wurden relativ dazu getroffen. 
Eine tabellarische Datenübersicht befindet sich auf Seite 71 (Tabelle 6). Aus Gründen 
der Übersichtlichkeit wurden in der Graphik keine Signifikanzen angegeben. 
Zum Zeitpunkt 24 h nach Bestrahlung wiesen TK6wt, TK6-MDR1, und TK6-CAV1-
MDR1 über alle Dosen (1-6 Gy) eine vergleichbare Absorption auf, wobei TK6-MDR1 
im Mittel die höchste Absorption aufwiesen, gefolgt von TK6wt und TK6-CAV1-MDR1 
(WT vs. MDR1: 59 % vs. 61 %, p = 0,60 // WT vs. CAV1-MDR1: 59 % vs. 57 %, 
p = 0,67 // MDR1 vs. CAV1-MDR1: 61 % vs. 57 %, p = 0,21). Die niedrigste Absorption 
wiesen TK6-CAV1 auf (CAV1 vs. WT: 45 % vs. 59 %, p = 0,002 // CAV1 vs. MDR1: 
45 % vs. 61 %, p = 0,007 // CAV1 vs. CAV1-MDR1: 45 % vs. 57 %, p = 0,04). 
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Zum Zeitpunkt 48 h nach Bestrahlung wiesen TK6-MDR1, gefolgt von TK6wt und 
TK6-CAV1, die höchste Absorption auf, unterschieden sich jedoch nicht statistisch sig-
nifikant (WT vs. CAV1: 31 % vs. 30 %, p = 0,42 // WT vs. MDR1: 31 % vs. 34 %, 
p = 0,35 // CAV1 vs. MDR1: 30 % vs. 34 %, p = 0,24). Die niedrigste Absorption wurde 
allerdings in TK6-CAV1-MDR1 beobachtet, die allein zu TK6-MDR1 signifikant unter-
schiedlich war (CAV1-MDR1 vs. WT: 29 % vs. 31 %, p = 0,32 // CAV1-MDR1 vs. 
CAV1: 29 % vs. 30 %, p = 0,26 // CAV1-MDR1 vs. MDR1: 29 % vs. 34 %, p = 0,02). 
Zum Zeitpunkt 72 h nach Bestrahlung wiesen TK6wt im Vergleich zu den anderen 
Zelllinien die höchste Absorption über alle Dosen auf, gefolgt von MDR1 und CAV1, 
zwischen denen aber kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden wurde (WT 
vs. CAV1: 53 % vs. 41 %, p < 0,0001 // WT vs. MDR1: 53 % vs. 45 %, p = 0,01 // WT 
vs. CAV1-MDR1: 53 % vs. 33 %, p = 0,0004 // CAV1 vs. MDR1: 41 % vs. 45 %, 
p = 0,08). Die signifikant niedrigste Absorption wiesen TK6-CAV1-MDR1 auf (CAV1-
MDR1 vs. CAV1: 33 % vs. 41 %, p = 0,01 // CAV1-MDR1 vs. MDR1: 33 % vs. 46 %, 
p = 0,002). 
Insgesamt wurde über den Versuchszeitraum von 72 h beobachtet, dass TK6wt 
und TK6-MDR1 das höchste Wachstum nach Bestrahlung mit 1 Gy – 6 Gy aufwiesen, 
gefolgt von TK6-CAV1 und TK6-CAV1-MDR1. Bereits innerhalb der ersten 72 h be-
wirkte Bestrahlung eine deutliche Abnahme des Zellwachstums von TK6-CAV1-
MDR1, was sich mit der Beobachtung im alamarBlue-Assay deckt. 
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Abb. 15: Analyse des Zellüberlebens von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 
24 h, 48 h und 72 h nach Bestrahlung mit 1 Gy bis 6 Gy. Direkt nach Aussaat wurden die TK6 Zellen 
bestrahlt. Nach Inkubation für 24 h, 48 h oder 72 h wurden die Zellen mit MTT für 4 h inkubiert und 
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anschließend lysiert. Die Absorption wurde am folgenden Morgen gemessen. Die Kurven zeigen Mittel-
wert und Standardfehler von 3 unabhängigen Experimenten. Insgesamt wurde über den Versuchszeit-
raum von 72 h beobachtet, dass TK6wt und TK6-MDR1 das höchste Wachstum nach Bestrahlung mit 
1-6 Gy aufwiesen, gefolgt von TK6-CAV1 und TK6-CAV1-MDR1. 
4.2.3 Bestrahlungsinduzierte Apoptose von TK6-Zellen 
Um zu überprüfen ob Unterschiede im Apoptoseverhalten der Zellen zu Unter-
schieden bei der bestrahlungsinduzierten Proliferation beitragen, wurden TK6wt, TK6-
CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 24 h bzw. 48 h nach Bestrahlung fixiert und 
mit Hoechst 33342 gefärbt, um die Zellkerne hinsichtlich Fragmentierung zu untersu-
chen (Abb. 16). 
 
Abb. 16: Hoechst-Färbung der Zellkerne von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 
Zellen 24 h und 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines 
intakten Zellkerns (links) und eines fragmentierten Zellkerns (rechts). B) Bestimmung des relativen An-
teils fragmentierter Zellkerne 24 h und 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. Säulen stellen Mittelwerte dar; 
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. Zwar stieg der Anteil fragmentierter Zellkerne nach Be-
strahlung und zeitabhängig an, jedoch gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Zelllinien. 
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Im Vergleich zu unbestrahlten Zellen war der Anteil fragmentierter Zellkerne 24 h 
nach Bestrahlung mit 2 Gy etwa 3-fach erhöht (WT: 3,0, p = 0,0005 // CAV1: 3,5, p = 
0,03 // MDR1: 2,8, p = 0,005 // CAV1-MDR1: 4,0, p = 0,08) und 48 h nach Bestrahlung 
mit 2 Gy etwa 7-fach erhöht (WT: 6,3, p = 0,007 // CAV1: 8,6, p = 0,03 // MDR1: 6,5, p 
= 0,01 // CAV1-MDR1: 7,0, p = 0,07). Zwischen 24 h und 48 h nach Bestrahlung kam 
es somit zu einer Verdopplung des Anteils fragmentierter Zellkerne (WT: 2,1, p = 0,02 
// CAV1: 2,45, p = 0,02 // MDR1: 2,3, p = 0,04 // CAV1-MDR1: 1,74, p = 0,06). Aller-
dings wurde zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen den Zelllinien beobachtet 
(alle p > 0,35); auch beide Zeitpunkte nach Bestrahlung zusammen genommen erga-
ben keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Zelllinien (alle p > 0,2). 
Insgesamt erhöhte sich die Apoptoserate erwartungsgemäß in Abhängigkeit von 
Bestrahlungsdosis und Zeit für alle Zelllinien, aber es gab keine statistisch signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Zelllinien TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-
CAV1-MDR1. 
4.2.4 Koloniebildungstest 
Neben apoptotischem Zelltod und verminderter Proliferationsfähigkeit induziert io-
nisierende Bestrahlung auch den Verlust der Teilungsfähigkeit von Zellen. Zur Beur-
teilung des klonogenen Überlebens wurde der Koloniebildungstest verwendet, bei dem 
14 Tage nach Bestrahlung beurteilt wurde, wie viele Vertiefungen einer 96-well Platte 
keine Kolonie aufwiesen. Anhand des linear-quadratischen Modells wurde die Bezie-
hung zwischen Überlebensfraktion SF und Dosis D gefittet (Abb. 17). Dabei konnten 
für die Zelllinien TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 sehr ähnliche Überlebenskurven 
erstellt werden. 
 
Abb. 17: Berechnung der Überlebensfraktion von TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 nach Be-
strahlung mit Dosen zwischen 1 Gy und 6 Gy. TK6 Zellen wurden direkt nach Aussaat bestrahlt und 
14 Tage später wurde die Anzahl wells ohne Zellkolonie bestimmt. Für die Zelllinien TK6wt, TK6-CAV1 
und TK6-MDR1 kam es zu sehr ähnlichen Überlebenskurven, während auf Grund fehlender zellulärer 
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Kolonien in bestrahlten TK6-CAV1-MDR1 keine Aussage zur Überlebensfraktion möglich war. Die Kur-
ven zeigen Mittelwert und Standardfehler von 3 unabhängigen Experimenten. 
Überraschend war, dass nach Bestrahlung bei der Zelllinie TK6-CAV1-MDR1 ein 
verändertes Zellbild auftrat. Während für die anderen Zelllinien deutliche zelluläre Ko-
lonien beobachtet wurden, bildeten sich bei bestrahlten TK6-CAV1-MDR1 undefinier-
bare Kolonien, die keine Ähnlichkeit mit den zellulären Strukturen der anderen Zellli-
nien aufwiesen. Daher war eine vergleichbare Beurteilung dieser Zelllinie für die Be-
rechnung der Überlebensfraktion nicht möglich. Da fast keine Vertiefungen mit Zellko-
lonien gefunden worden waren, ergab sich eine deutlich verringerte Überlebensfrak-
tion für diese Zelllinie. Der Versuch, den Koloniebildungstest in semisolider Phase 
(Agarose gelöst in Wachstumsmedium) durchzuführen, brachte keine Verbesserung. 
Zunächst wurde in TK6-CAV1-MDR1 eine Kontamination der Zelllinie vermutet, die 
durch Zugabe von Antibiotika oder einem Antimykotikum behandelt werden könnte. 
Da dies jedoch keine Verbesserung brachte, sollten die beobachteten unbekannten 
Strukturen identifiziert werden. Die Abteilung Mikrobiologie der Universitätsmedizin 
Mannheim wurde mit der Anzucht beauftragt, die mit den vorhandenen Nährböden 
jedoch nicht möglich war, sodass kein Mikroorganismus als Ursache identifiziert wer-
den konnte. 
Um zu erfahren, um was es sich bei den veränderten Kolonien in TK6-CAV1-MDR1 
handelte, wurden die Zellen 7 Tage und 14 Tage nach Bestrahlung lichtmikroskopisch 
untersucht. An Tag 7 nach Bestrahlung (Abb. 18) wiesen alle unbestrahlten Kontroll-
zellen ein normales Zellwachstum auf, das als kleine Kolonie am Rand der Vertiefung 
beobachtet wurde. Die bestrahlten Zellen der Linien TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-
MDR1 zeigten vergleichbares Zellwachstum, während in der Zelllinie TK6-CAV1-
MDR1 Strukturen beobachtet wurden, die sich stark von den zellulären Kolonien un-
terschieden. Besonders auffällig war, dass zelluläre Kolonien randständig wuchsen 
und bis auf die sichtbare Zellmembran transparent waren, während die unbekannten 
Strukturen über die gesamte Fläche der Vertiefung verteilt waren und dunkelbraun er-
schienen. Außerdem wurde festgestellt, dass die Menge unbekannter Strukturen mit 
Zunahme der Bestrahlungsdosis anstieg. An Tag 14 nach Bestrahlung (Abb. 19) wur-
den die gleichen Vertiefungen dokumentiert wie an Tag 7. Die unbestrahlten Vertie-
fungen aller Zelllinien zeigten dabei vollständigen Bewuchs mit Zellen, die teilweise 
übereinander wuchsen bzw. dreidimensionale Kolonien bildeten, die als dunkel schat-
tierte Verdichtung erkennbar waren. Die unbekannten Strukturen in TK6-CAV1-MDR1 
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waren im Vergleich zu Tag 7 größer und mehr geworden und waren deutlich dunkler 
und dichter als die dichten Zellkolonien der anderen Zelllinien. In den Zwischenräumen 
der unbekannten Strukturen gab es keine oder nur vereinzelte Zellen, die sich deutlich 
von den tiefdunklen Strukturen abhoben. Dies wurde besonders nach Färbung der 
Zellkerne mit DAPI deutlich (Abb. 20). Für TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und unbe-
strahlte TK6-CAV1-MDR1 leuchtete der dichte Zellrasen stark, bis auf die dicht wach-
senden dreidimensionalen Zellkolonien, in die DAPI nur schwer eindrang und die im 
Hellfeld deutlich von den unbekannten Strukturen unterscheidbar waren. Im Gegen-
satz zu nachweisbaren Zellkernen zeigten bestrahlte TK6-CAV1-MDR1 nur Hinter-
grund, und auch die unbekannten Strukturen zeigten keine Färbung von DNA. Eine 
endgültige Identifikation der unbekannten Strukturen war zwar nicht möglich, aber die 
Anhaltspunkte deuten auf eine lebens- und teilungsfähige Struktur hin, die sehr lang-
sam in Kolonien wächst. Unter normalen Wachstumsbedingungen kam es vermutlich 
zu einer hohen Konkurrenz um Nährstoffe, zumal TK6 eine stärkere Proliferation auf-
weisen. Erst unter Bestrahlung erlangten die unbekannten Strukturen einen Prolifera-
tionsvorteil, da bestrahlte TK6 reduzierte Proliferation aufweisen. Dies würde auch die 
beobachtete dosisabhängige Zunahme der unbekannten Strukturen erklären. Eine 
Aussage bezüglich klonogenem Überleben der Zelllinie TK6-CAV1-MDR1 nach Be-
strahlung war insgesamt nicht möglich. 
Da die funktionellen Studien zu Proliferation und Apoptose zeitnah nach Bestrah-
lung ausgewertet wurden und deutlich höhere Zellzahlen eingesetzt wurden, die einen 
Proliferationsvorteil der unbekannten Strukturen unwahrscheinlich machen, ist davon 
auszugehen, dass die erhobenen Daten von MTT- und Hoechst-Assay weiterhin ver-
tretbar sind. Für das alamarBlue Assay könnte der lange Beobachtungszeitraum von 
10 Tagen eine Rolle spielen und die unbekannten Strukturen eine Erklärung für die 
verminderte Proliferation von TK6-CAV1-MDR1 nach Bestrahlung mit 4 Gy darstellen. 
Eine Neuetablierung der Zelllinie war aus Zeitgründen nicht möglich. 
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Abb. 18: Lichtmikroskopische Untersuchung von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-
MDR1 7 Tage nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 2 Gy und 6 Gy. Während für unbestrahlte Zel-
len und bestrahlte TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 normales Zellwachstum (flächig, zusammenhän-
gend) beobachtet wurde, wiesen bestrahlte TK6-CAV1-MDR1 Dosis abhängiges Wachstum unbekann-
ter Strukturen auf. 
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Abb. 19: Lichtmikroskopische Untersuchung von TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-
MDR1 14 Tage nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 2 Gy und 6 Gy. Während für unbestrahlte 
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Zellen und bestrahlte TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 ein dichter Zellrasen mit teilweise dreidimen-
sionalen Zellkolonien beobachtet wurde, wiesen bestrahlte TK6-CAV1-MDR1 Dosis abhängiges 
Wachstum dunkler, verteilter unbekannter Strukturen auf, ohne dass zelluläre Strukturen auftraten. 
 
Abb. 20: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung DAPI gefärbter Zellkerne von TK6wt, TK6-
CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 14 Tage nach Bestrahlung mit Dosen zwischen 2 Gy und 
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6 Gy. Für unbestrahlte Zellen und bestrahlte TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-MDR1 leuchteten die Zell-
kerne des Zellrasens stark (inhomogene Blaufärbung), wobei große Zellkolonien dreidimensional wuch-
sen und so dunkler erschienen. Im Gegensatz dazu wiesen die unbekannten Strukturen bestrahlter 
TK6-CAV1-MDR1 keine DNA-Färbung auf (dunkle Schatten auf homogen dunkelblauem Grund). 
4.2.5 Bestrahlungsinduzierte Spaltung von Caspase 8 
Apoptose ist ein reguliert ablaufender Prozess, der durch die Aktivierung von 
Caspasen als Antwort auf zellulären Stress initiiert wird. So kann durch ionisierende 
Bestrahlung das mitochondriale Membranpotential zusammenbrechen und daraufhin 
Caspase 9 gespalten werden, was zur kaskadenartigen Aktivierung weiterer Caspa-
sen, u. a. von Caspase 8, führt. Die initiale Spaltung von Caspase 8 ergibt das p43/41 
Spaltprodukt und anschließend erfolgt die Freisetzung der p18 Untereinheit. Daneben 
wurde auch eine Induktion der von FAS abhängigen Apoptose durch ionisierende 
Strahlung beschrieben. Eine Rolle der ATPase-Funktion von MDR1 bei der Inhibition 
der Spaltung von Caspase 8 wurde für den von FAS abhängigen Weg gezeigt. An 
dieser Stelle wurde daher untersucht, ob die für MDR1 beobachtete bessere Prolifera-
tion nach Bestrahlung auf eine Minderung der Spaltung von Caspase 8 zurückgeführt 
werden kann. Zusätzlich wurde analysiert, ob auch CAV1 eine Rolle bei der Spaltung 
von Caspase 8 spielt und ob kumulative Effekte von CAV1 und MDR1 bei der gleich-
zeitigen Überexpression hinsichtlich Caspase 8 Spaltung beobachtet werden können. 
Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 
und TK6-CAV1-MDR1 mit 2 Gy bestrahlt und die Spaltung von Caspase 8 im Zeitraum 
zwischen 2 h und 84 h nach Bestrahlung mittels Western Blot analysiert (Abb. 21). Die 
densitometrische Quantifizierung der Western Blots wurde in Abb. 22 für den gesam-
ten Beobachtungszeitraum für jede Zelllinie dargestellt, während in Abb. 23 aus-
schließlich der Zeitraum zwischen 36 h und 72 h im direkten Zelllinienvergleich be-
trachtet wurde. Eine tabellarische Datenübersicht (Tabelle 7) befindet sich auf Seite 
83. Berechnet wurde die relative Spaltung von Caspase 8 in Bezug auf die unbehan-
delte Kontrolle, wobei β-Aktin als Ladekontrolle und Referenzbande zur Quantifizie-
rung diente. Aufgrund der Vielzahl möglicher statistischer Tests wird im Folgenden 
insbesondere auf den Vergleich zwischen den Zelllinien über den gesamten Versuchs-
zeitraum bzw. den Zeitraum 36 h – 72 h eingegangen, da der Vergleich der Einzelzeit-
punkte durch die niedrige Versuchsanzahl und die hohe Schwankung der Daten nur 
begrenzt aussagekräftig war. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde die Signifikanz 
nur in Abb. 23 angegeben. 
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Bereits zwischen 2 h und 4 h nach Bestrahlung war eine Zunahme der Spaltfrag-
mente von Caspase 8 im Western Blot nachweisbar. Nach 8 h erfolgte in allen Zellli-
nien außer in TK6-CAV1 eine vorübergehende Abnahme der nachweisbaren Menge 
an p41/p43 und p18. Zwischen 60 h und 72 h nach Bestrahlung war die Spaltung von 
Caspase 8 am stärksten (p41/p43: WT: 11,4; CAV1: 13,6; MDR1: 11,4; CAV1-MDR1: 
11,0; p18: WT: 7,9; CAV1: 8,1; MDR1: 2.4; CAV1-MDR1: 10,6). Auffällig war, dass 
TK6-CAV1 ihr Maximum erst nach 72 h erreichten, während die anderen drei Zelllinien 
bereits 60 h nach Bestrahlung die maximale Spaltung aufwiesen. 
Im Zelllinienvergleich über den gesamten Beobachtungszeitraum nach Bestrah-
lung mit 2 Gy war die Zunahme des p41/p43 Spaltfragments am stärksten in TK6-
CAV1, gefolgt von TK6-CAV1-MDR1, TK6wt und TK6-MDR1, wobei es keinen statis-
tisch signifikanten Unterschied zwischen den Zelllinien gab (CAV1: 5,9-fach; CAV1-
MDR1: 5,2; WT: 4,3-fach; MDR1: 4.0-fach). Im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle 
war der Anstieg des p18-Spaltfragments etwas niedriger als der Anstieg von p41/p43 
nach 2 Gy. Die stärkste Zunahme des p18-Spaltfragments über 84 h nach Bestrahlung 
wiesen TK6-CAV1-MDR1, gefolgt von TK6-CAV1, TK6wt und TK6-MDR1 (WT vs. 
CAV1: 3,0 vs.3,9, p = 0,17 // WT vs. MDR1: 3,0 vs. 1,4, p = 0,04 // WT vs. CAV1-
MDR1: 3,0 vs. 6,4, p = 0,005 // CAV1 vs. MDR1: 3,9 vs. 1,4, p = 0,001 // CAV1 vs. 
CAV1-MDR1: 3,9 vs. 6,5, p = 0,04 // MDR1 vs. CAV1-MDR1: 1,4 vs. 6,42, p = 0,0001). 
Somit war in TK6-MDR1 im Vergleich zu den anderen Zelllinien eine geringere Spal-
tung von Caspase 8 nachweisbar. Bezüglich der densitometrischen Quantifizierung ist 
an dieser Stelle zu beachten, dass die Signale insgesamt sehr niedrig waren und somit 
eine größere Messunsicherheit besteht. 
Im Zelllinienvergleich (Abb. 23) im Zeitraum zwischen 36 h und 72 h war die Bil-
dung des p41/p43-Spaltfragments in TK6-CAV1 am höchsten, gefolgt von TK6-CAV1-
MDR1, TK6wt und TK6-MDR1 (WT vs. CAV1: 7,0 vs. 10,6, p = 0,14 // WT vs. MDR: 
7,0 v. 6,4, p = 0,61 // WT vs. CAV1-MDR1: 7,0 vs. 7,1, p = 0,99 // CAV1 vs. MDR1: 
10,6 vs. 6,4, p = 0,06 // CAV1 vs. CAV1-MDR1: 10,6 vs. 7,1, p = 0,13 // MDR1 vs. 
CAV1-MDR1: 6,4 vs. 7,1, p = 0,8). 
Im Zelllinienvergleich zwischen 36 h und 72 h war die Bildung des p18-Spaltfrag-
ments in TK6-MDR1 ebenfalls am niedrigsten, gefolgt von TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-
CAV1-MDR1 (WT vs. CAV1: 4,6 vs. 6,0, p = 0,36 // WT vs. MDR: 4,6 v. 2,1, p = 0,16 
// WT vs. CAV1-MDR1: 4,6 vs. 7,8, p = 0,19 // CAV1 vs. MDR1: 6,0 vs. 2,1, p = 0,02 // 
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CAV1 vs. CAV1-MDR1: 6,0 vs. 7,8, p = 0,39 // MDR1 vs. CAV1-MDR1: 2,1 vs. 7,8, 
p = 0,02). 
Bei der Betrachtung der einzelnen Zeitpunkte gab es bezüglich p41/p43-Spaltfrag-
ment einen signifikanten Unterschied zwischen TK6wt und TK6-CAV1-MDR (84 h; 3,0 
vs. 3,8, p = 0,03), zwischen TK6-CAV1 und TK6-MDR1 (48 h; 11,8 vs. 5,4, p = 0,01) 
und zwischen TK6-CAV1 und TK6-CAV1-MDR1 (48 h; 11,8 vs. 3,5, p = 0,02). Bezüg-
lich p18 gab es nach 4 h einen statistischen Unterschied zwischen TK6wt und TK6-
MDR1 (1,7 vs. 0,5, p = 0,004), allerdings war auf Grund der niedrigen Werte die 
Messunsicherheit größer. 
Die Daten zeigen insgesamt, dass TK6-MDR1 die geringste bestrahlungsindu-
zierte Caspase 8 Spaltung aufwiesen, während TK6-CAV1 deutlich darüber lagen. Die 
im Mittel höhere Spaltung von Caspase 8 in TK6-CAV1 ist auf ein anhaltend hohes 
Level der Spaltung nach Bestrahlung zurückzuführen. Während die anderen Zelllinien 
48 h nach Bestrahlung nur die Hälfte der maximal erreichten Caspase 8 Spaltung (bei 
60 h) aufwiesen, lag sie bei TK6-CAV1 bereits ab 36 h nach Bestrahlung bei mehr als 
60 % der maximal erreichten Caspase 8 Spaltung. Die gleichzeitige Überexpression 
von CAV1 und MDR1 war vergleichbar mit der alleinigen MDR1-Überexpression, so-
dass keine Annahme besteht, dass CAV1 eine Minderung der Caspase 8 Spaltung in 
Kombination mit MDR1 bewirkt. 
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Abb. 21: Spaltung von Caspase 8 in TK6wt, TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 zwi-
schen 2 h und 84 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. Die Spaltung von Caspase 8 verläuft dabei über das 
p43/p41 Spaltprodukt hin zur p18 Untereinheit. Der abgebildete Western Blot ist repräsentativ für 3 
unabhängige Experimente. β-Aktin diente als Ladekontrolle und Referenzbande zur Quantifizierung. 
Die stärkste Zunahme der Spaltfragmente von Caspase 8 wurde zwischen 36 h und 72 h nach Bestrah-
lung beobachtet. 
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Abb. 22: Densitometrische Quantifizierung der Spaltung von Caspase 8 in TK6wt, TK6-CAV1, 
TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 zwischen 2 h und 84 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. Bestrahlung 
induziert die Spaltung von Caspase 8 in p41/p43 und p18, die zwischen 60 h und 72 h ihr Maximum 
erreicht. Die Graphen zeigen Mittelwert und Standardfehler der 3 unabhängigen Experimente. Über den 
Versuchszeitraum war die Caspase 8 Spaltung am niedrigsten in TK6-MDR1, während TK6-CAV1 eine 
stärkere Spaltung von Caspase 8 aufwiesen als TK6wt. Bezüglich des p41/p43 Spaltfragments lag TK6-
CAV1-MDR1 unter TK6-CAV1, während sie bezüglich p18 Spaltfragment über TK6-CAV1 lagen. 
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Abb. 23: Densitometrische Quantifizierung der Spaltung von Caspase 8 in TK6wt, TK6-CAV1, 
TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 zwischen 36 h und 72 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. Die Abbil-
dung zeigt den direkten Zelllinienvergleich im Zeitraum zwischen 36 h und 72 h nach Bestrahlung. Die 
Graphen zeigen Mittelwert und Standardfehler der 3 unabhängigen Experimente. 
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4.3 Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1 nach Bestrahlung 
4.3.1 Etablierung der Geräteeinstellung anhand von Kontrollfärbungen 
Für die Etablierung der Färbungen und Geräteeinstellungen zur Untersuchung der 
Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1 wurden TK6-CAV1-MDR1 mit unterschiedlichen 
Kombinationen aus Primär- und Sekundärantikörper gefärbt, um die Verträglichkeit der 
Antikörper zu bestätigen und Kreuzreaktivitäten auszuschließen. Dazu wurden für alle 
Konditionen die unterschiedlichen Kombinationen aus Laser (488 nm: grün, MDR1; 
552 nm: rot, CAV1) und Detektor (PMT 1: 493 nm – 596 nm; PMT 2: 600 nm – 
765 nm) getestet, wobei stets das identische Sichtfeld für eine Kondition verwendet 
wurde (Abb. 24). Nur für die korrekte Kombination aus Primär- und Sekundärantikörper 
(Konditionen 1-2) wurde ausschließlich unter Verwendung der korrekten Kombination 
aus Laser und Detektor (für CAV1: Reihe 1 und Reihe 4; für MDR1: Reihe 2 und 
Reihe 6) ein deutliches Signal detektiert. Es wurden keine Autofluoreszenz (Kondi-
tion 3), keine Kreuzreaktivitäten der Sekundärantikörper mit dem jeweils falschen Pri-
märantikörper (Konditionen 4 und 5) und keine unspezifische Reaktivität der Sekun-
därantikörper (Konditionen 6 und 7) beobachtet. Die Signalintensität war unabhängig 
davon, ob beide Laserlinien oder nur eine aktiv war, da die Sekundärantikörper-gekop-
pelten Fluoreszenzmarker nur in einem sehr engen Bereich anregbar sind. Zum Nach-
weis, dass in den gewählten Sichtfeldern jeder Kondition tatsächlich Zellen vorhanden 
waren, wurde die Bilddatei der mit einem Stern (*) markierten Abbildung einer Falsch-
färbung mit Cyan unterzogen und die Intensitätsskala artifiziell erweitert, wodurch 
schwache Pixel intensiviert dargestellt werden konnten (Zuordnung von initial 1-15 
Graustufen auf den gesamten Graustufenbereich bis 255 Graustufen). Auf eine Kern-
färbung wurde bewusst verzichtet, um eine gegenseitige Beeinflussung der Farbstoffe 
zu vermeiden (Abb. 24). 
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Abb. 24: Nachweis der Antikörper-Spezifität und Etablierung korrekter Systemeinstellungen mit 
TK6-CAV1-MDR1. Fortsetzung: S. 95. 
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4.3.2 Detektion der (Co-) Lokalisation nach Bestrahlung von TK6-CAV1-MDR1 
Zur Analyse einer möglichen Änderung der (Co-) Lokalisation von CAV1 und 
MDR1 nach Bestrahlung mit 2 Gy wurden fixierte TK6-CAV1-MDR1 konfokalmikrosko-
pisch untersucht (Abb. 25, Abb. 26). Es wurde ein z-Stapel durch die Zellen aufgenom-
men, aus dem jeweils eine Ebene aus der Mitte des Stapels dargestellt ist. CAV1 (rot, 
Reihe 1) und MDR1 (grün, Reihe 2) wurden sequenziell detektiert und eine Überlage-
rung der Farbkanäle (merge, Reihe 3) erstellt. Durch die Überlagerung erscheinen Pi-
xel, die zueinander nahe sind und in beiden Kanälen detektiert wurden, gelb, sofern 
die Pixel eine ähnliche Intensität aufweisen. Bei unterschiedlicher Intensität der Pixel 
ergibt die Überlagerung bei überwiegendem Rotanteil einen orangen Farbton, bei 
überwiegendem Grünanteil einen hellgrünen Farbton. Der z-Stapel wurde mittels 3D-
Rekonstruktion in der Vorderansicht abgebildet, wodurch die Pixel nicht in eine ge-
meinsame Ebene kollabiert wurden, sondern vorgelagerte Pixel dahinterliegende ver-
decken (3D-Vorderansicht, Reihe 4). Ein Ausschnitt des Sichtfelds von Abb. 25 wurde 
vergrößert in Abb. 26 dargestellt. Die Pfeile weisen auf Beispiele auffälliger Membran-
bereiche hin, die entweder fast ausschließlich grün (MDR1, durchgängiger Pfeil), fast 
ausschließlich rot (CAV1, grob gestrichelter Pfeil) oder gelb (Co-Lokalisation von 
CAV1 und MDR1, fein gestrichelter Pfeil) sind. 
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Abb. 25: Lokalisation von CAV1 und MDR1 in TK6-CAV1-MDR1 nach Bestrahlung mit 2 Gy (A). 
Fortsetzung: S. 95. 
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Abb. 26: Lokalisation von CAV1 und MDR1 in TK6-CAV1-MDR1 nach Bestrahlung mit 2 Gy (B). 
Fortsetzung: S. 95. 
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4.3.3 Statistische Auswertung der Co-Lokalisationsparameter 
Zur Bewertung des Grads der Co-Lokalisation wurden pro Kondition 200 Zellen 
mittels der Plugins Coloc2 und Colocalization Threshold der Software ImageJ ausge-
wertet. Es wurde stets die gesamte Zelle analysiert und sichergestellt, dass die Sig-
nalsättigung weniger als 1 % betrug. Analysiert wurden die Daten zu Manders Co-Lo-
kalisationskoeffizient (tM1, tM2), Pearsons Koeffizient (R) und Lis ICQ. Parameter, die 
von beiden Plugins bestimmt wurden, ergaben dabei sehr ähnliche Ergebnisse (Anga-
ben in der Reihenfolge Colocalization Threshold bzw. Coloc2) (Abb. 27). Die unbe-
strahlte Kontrolle wies einen Wert von R = 0,36 bzw. 0,38 auf, der nach Bestrahlung 
über den Auswertezeitraum kontinuierlich abnahm (2 Gy, 24 h: R = 0,28 bzw. 0,29; 
p (Ktrl. vs. 2 Gy 24 h) = 0,041 bzw. 0,080; p (2 Gy 4 h vs. 2 Gy 24 h): 0,028 bzw. 
0,008). Werte, die nicht deutlich bei 1 oder - 1 liegen, sind häufig schwer zu interpre-
tieren. Eine mögliche Erklärung für die Wertelage um 0,3/0,4 könnte sein, dass die 
Proportionalität der Intensitäten für den roten und grünen Kanal nicht 1 ist, also eine 
Kanalintensität im Mittel stärker ist als die andere. Die umfassenden Bilddaten aus 
Coloc2 unterstützen diese Möglichkeit, da der Intensitätsmittelwert für CAV1 etwas 
höher liegt als für MDR1 (Daten nicht gezeigt). Hinzu kommt, dass trotz der deutlichen 
Abnahme von R mit beiden Plugins, die statistische Signifikanz auf Grund der geringen 
Versuchsanzahl und der Datenschwankug moderat ist. Da Pearson R von der Signal-
intensität beeinflusst wird, erfolgte mittels tM1 und tM2 eine Auswertung auf Basis ei-
ner lokal vorhandenen Intensität (Anteil roter Pixel, die gleichzeitig grün sind, in Bezug 
auf alle roten Pixel und vice versa), weniger auf Basis der Intensitätsstärke. 
Die Auswertung von tM1 bzw. tM2 mit Colocalization Threshold ergab eine Ab-
nahme von 0,77 bzw. 0,80 (unbestrahlt) auf 0,70 bzw. 0,72 (2 Gy, 24 h), wobei aus-
schließlich für tM2 der Zeitpunkt 1 h nach Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle sig-
nifikant war (ptM2 = 0,024). Bezüglich tM1 bzw. tM2 ergab die Auswertung mit Coloc2 
eine Abnahme von 0,77 bzw. 0,79 (unbestrahlt) auf 0,70 bzw. 0,72 (2 Gy, 24 h), wobei 
für tM1 und tM2 der Zeitpunkt 1 h nach Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle signifi-
kant war (ptM1 = 0,042 bzw. ptM2 = 0,0005). Somit nahm der Anteil an Pixeln mit Inten-
sität in beiden Kanälen sowohl für den roten (CAV1) als auch grünen (MDR1) Kanal 
ab. 
Die Ermittlung des ICQ, die ausschließlich mittels Coloc2 möglich war, ergab für 
die unbestrahlte Kontrolle 0,24 und 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy 0,23. Dies deutet 
darauf hin, dass der Anteil positiver Produkte ca. 0,75 beträgt. Durch Bestrahlung 
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ergab sich keine Änderung der Wertelage, also keine Änderung der Synchronität, was 
bedeutet, dass der Grad der Co-Lokalisation gleich blieb. 
Insgesamt lag die Abnahme von Pearsons R im Bereich von ca. 20 %, wobei diese 
Tendenz nicht allein auf die Intensitätsdifferenz zurück geht und somit eine Zunahme 
der zufälligen Verteilung von CAV1 und MDR1 angedeutet wird. Die Werte für tM1 und 
tM2 nahmen um ca. 10 % ab, was bedeutet, dass durch Bestrahlung weniger Pixel mit 
Intensitäten in beiden Kanälen vorhanden waren, also der Überlappungsgrad von 
CAV1 und MDR1 sank. Die Ermittlung des ICQ ergab keine Veränderung, was bedeu-
tet, dass weiterhin ein überwiegender Teil der Intensitäten in beiden Kanälen über dem 
Kanalmittel lag und sich keine Änderung der Co-Lokalisation auf Basis der Synchroni-
tät zeigte. Die statistische Auswertung dieser drei unterschiedlichen Parameter deutet 
insgesamt darauf hin, dass durch die Bestrahlung eine Abnahme der Co-Lokalisation 
von CAV1 und MDR1 induziert wird, die bereits 1 h nach Bestrahlung eintritt und über 
mindestens 24 h anhält. 
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Abb. 27: Statistische Auswertung der Co-Lokalisationsparameter R (Pearson), tM1/tM2 (Man-
ders) und ICQ (Li) mittels der Plugins Colocalization Threshold und Coloc2. Fortsetzung: S. 95. 
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BESCHRIFTUNGSTEXT ZU ABBILDUNGEN 24-27 
Abb. 24: Nachweis der Antikörper-Spezifität und Etablierung korrekter Systemeinstellungen. 
TK6-CAV1-MDR1 wurden mit unterschiedlichen Kombinationen aus Primär- und Sekundärantikörper 
gefärbt. Die Detektion erfolgte mit den gleichen Einstellungen, die für die bestrahlten Proben verwendet 
wurden, wobei unterschiedlichen Kombinationen von Laser und Detektor eingesetzt wurden, um kor-
rekte Systemeinstellungen zu prüfen und die Detektion der falschen Signale auszuschließen (Kondition 
1-2), Autofluoreszenz auszuschließen (Kondition 3), Kreuzreaktivität der Sekundärantikörper auszu-
schließen (Kondition 4-5) und Eigenfluoreszenz der Sekundärantikörper auszuschließen (Kondition 6-
7). Zur Darstellung der Anwesenheit von Zellen im jeweiligen Sichtfeld wurde die Bilddatei der mit einem 
Stern (*) markierte Abbildung einer Falschfärbung (cyan) unterzogen und der Intensitätsbereich artifiziell 
erweitert, wodurch schwache Pixel intensiviert wurden (Zuordnung der 255 Graustufen auf einen Be-
reich von 1-15 Graustufen). Abbildungen stellen ein repräsentatives Sichtfeld in einer repräsentative 
Zellebene dar. 
Abb. 25: Lokalisation von CAV1 und MDR1 in TK6-CAV1 nach Bestrahlung mit 2 Gy (A). TK6-
CAV1-MDR1 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und 
anschließend beide Proteine in der gleichen Probe gefärbt. CAV1 (rot) und MDR1 (grün) sind in der 
Membran lokalisiert und tauchen sowohl getrennt als auch gemeinsam lokalisiert auf (Merge: Überla-
gerung aus rot und grün erscheint gelb und variiert je nach Intensität des roten und grünen Kanals 
zwischen orange und hellgrün). Die Abbildungen aus Reihe 1-3 stellen ein repräsentatives Sichtfeld in 
einer repräsentative Zellebene dar, die Teil eines Bildstapels ist. Die Rekonstruktion dieses 3D-Bildsta-
pels ist als Vorderansicht in Reihe 4 dargestellt. Der räumliche Bezug der Pixel zueinander und die 
Farbgebung rot/grün blieb dabei erhalten. Das Feld innerhalb des weißen Rahmens wurde in Abb. 26B 
vergrößert betrachtet. 
Abb. 26: Lokalisation von CAV1 und MDR1 in TK6-CAV1 nach Bestrahlung mit 2 Gy (B). TK6-
CAV1-MDR1 Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und 
anschließend beide Proteine in der gleichen Probe gefärbt. CAV1 (rot) und MDR1 (grün) sind in der 
Membran lokalisiert und tauchen sowohl getrennt als auch gemeinsam lokalisiert auf. (Merge: Überla-
gerung aus rot und grün erscheint gelb). Die Abbildungen aus Reihe 1-3 stellen ein repräsentatives 
Sichtfeld in einer repräsentative Zellebene dar. Die Pfeile weisen auf Beispiele auffälliger Membranbe-
reiche hin, die entweder fast ausschließlich grün (MDR1, durchgängiger Pfeil), fast ausschließlich rot 
(CAV1, grob gestrichelter Pfeil) oder gelb (Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1, fein gestrichelter Pfeil) 
sind. 
Abb. 27: Statistische Auswertung der Co-Lokalisationsparameter R (Pearson), tM1/tM2 
(Manders) und ICQ (Li) mittels der Plugins Colocalization Threshold und Coloc2. Bestrahlung mit 
2 Gy induzierte die Abnahme von Pearson R und von tM1/tM2 über einen Zeitraum von 24 h, während 
der ICQ unverändert blieb. Die Berechnungen basieren auf Daten von 200 Zellen pro Kondition. Die 
ermittelten Werte für Pearson R und Manders tM1/tM2 war durch beide Plugins sehr ähnlich. Die Gra-
phen zeigen Mittelwerte und Standardfehler der 3 unabhängigen Experimente. 
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4.4 Rolle der Phosphorylierung von CAV1 an Tyrosin 14 
4.4.1 Pilotexperiment: Phosphorylierung von CAV1 durch H2O2 
In verschiedenen Studien wurde bereits gezeigt, dass die Phosphorylierung von 
CAV1 u. a. durch Saccharose und H2O2 induziert werden kann, und dass in den dabei 
aktivierten Stresssignalwegen Kinasen wie p38, SFK und JNK phosphoryliert werden. 
Bevor untersucht wurde, ob auch ionisierende Bestrahlung diese Stresssignalwege 
induziert, sollte mit einem bekannten Stresssystem die Funktionalität der Phosphory-
lierungsstelle Tyr14 von CAV1 untersucht werden. Besonders geeignet war dazu 
H2O2, insbesondere auch auf Grund der Induktion von oxidativem Stress, der auch 
nach Bestrahlung durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies eintritt. TK6-CAV1 
wurden für diese initialen Studien mit Saccharose oder H2O2 behandelt und die Phos-
phorylierung von CAV1 analysiert (Abb. 28). Während die Behandlung von TK6-CAV1 
mit 600 mM Saccharose nicht zur Phosphorylierung von CAV1 führte, war eine deutli-
che p-CAV1 Bande bei den mit H2O2 behandelten Lysaten detektierbar. Daher wurde 
für weitere Untersuchungen der oxidativen Stressantwort H2O2 eingesetzt. Ein Protein-
marker zum Abgleich der korrekten Bandengröße wurde stets mitgeführt und aus 
Gründen der Übersichtlichkeit bei den folgenden Abbildungen nicht dargestellt. 
Im Vergleich zu den folgenden Abbildungen ist das Signal von p-CAV1 im hier 
dargestellten Pilotexperiment deutlich schwächer. Dies ist darin begründet, dass auf 
Grund fehlender Erfahrungen mit dem p-CAV1-Antikörper eine sehr kurze Entwick-
lungszeit (ca. 20 sec) gewählt wurde. Die Behandlungsbedingungen waren hier 5 mM 
H2O2 für 5 min – 20 min, während in den Folgeexperimenten bei 20-minütiger Behand-
lung mit 5 mM – 10 mM H2O2 die Entwicklungszeit bei ca. 2 min lag. 
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Abb. 28: Phosphorylierung von CAV1 nach Behandlung mit Saccharose oder H2O2. TK6-CAV1 
wurden mit 600 mM Saccharose bzw. 5 mM H2O2 für die angegebenen Zeitpunkte behandelt und Zell-
lysate hinsichtlich Phosphorylierung von CAV1 untersucht. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Die Phos-
phorylierung von CAV1 wurde nicht durch Saccharose, aber durch H2O2 induziert 
4.4.2 Phosphorylierung von CAV1 und Kinasen p38, JNK und SFK durch H2O2 
Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung der Kinasen p38, JNK p54/p46 und 
SKF auch durch Behandlung mit H2O2 induziert wird, wurden TK6-CAV1 für 20 min mit 
unterschiedlichen H2O2 Konzentrationen im Bereich von 0,1 mM – 100 mM behandelt 
und anschließend Zelllysate mittels Western Blot hinsichtlich CAV1-Phosphorylierung 
und Kinaseaktivierung untersucht (Abb. 29). Die untersuchten Proteine wiesen dabei 
unterschiedliche Sensitivitäten für H2O2 auf. Ab einer Konzentration von 5 mM H2O2 
war eine deutliche Phosphorylierung von CAV1 zu sehen, die sich mit zunehmender 
H2O2 Konzentration weiter steigerte (Abb. 29A). Die Aktivierung der untersuchten Kina-
sen verlief dabei je nach Kinase unterschiedlich. Die Phosphorylierung von p38 war 
bereits bei 0,1 mM H2O2 deutlich, erreichte im Bereich von 5 mM – 10 mM ihr Maxi-
mum (14-fach im Vergleich zur Kontrolle; p = 0,003) und sank anschließend bei stei-
gender H2O2 Konzentrationen (Abb. 29B). Im Gegensatz dazu war die Phosphorylie-
rung von JNK und SFK erst ab 5 mM H2O2 deutlich. Beide JNK Isoformen erreichten 
bei 10 mM H2O2 ihre maximale Phosphorylierung (p54: 6,7-fach; p = 0,03; p46: 37-
fach; p = 0,008) und sanken bei steigender H2O2 Konzentration, wobei p54 JNK eine 
geringere Phosphorylierung aufwies als p46 JNK (Abb. 29C). Die Phosphorylierung 
der SFK war ebenfalls nach 10 mM H2O2 am stärksten (13-fach; p = 0,02) und blieb 
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bei steigenden H2O2-Konzentrationen auf diesem Niveau (Abb. 29D). Die Dosisant-
wort der Phosphorylierung von CAV1 und der Kinasen (Abb. 29E) zeigt auf, dass die 
Kinasen bei niedrigerer H2O2-Konzentration phosphoryliert waren als CAV1, was für 
eine Rolle der Kinasen bei der CAV1-Phosphorylierung spricht. 
Es war zu beachten, dass SFK Totalprotein ab 5 mM H2O2 nicht mehr detektierbar 
war. SFK Totalprotein wurde mit einem Antikörper, der SFK außerhalb der aktivieren-
den Phosphorylierungsstelle bindet, detektiert. Eine mögliche Erklärung für diese Be-
obachtung könnte sein, dass es auf Grund der hohen H2O2 Konzentration zu einer 
Konformationsänderung im Kinasemolekül kam und so das Epitop für den Antikörper 
unzugänglich wurde. Denkbar ist auch, dass es im Epitopbereich zu Redoxprozessen 
kam und die Antikörperbindung daher nicht möglich war. Dass es sich hierbei um eine 
transiente Veränderung der Detektierbarkeit handelte, wurde nach Behandlung mit 
10 mM H2O2 über einen Zeitraum zwischen 1 min und 60 min deutlich (Abb. 30D). Hier 
ist zu erkennen, dass nach 1 min ein reduziertes Signal für SFK gemessen wurde, das 
nach 45 min wieder auf Höhe der unbehandelten Kontrolle war. Um eine Datenverzer-
rung zu vermeiden und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu wahren, wurden alle 
densitometrischen Quantifizierungen auf β-Aktin als Referenz bezogen. Für CAV1 und 
die Kinase wurde gezeigt, dass eine starke Induktion der Phosphorylierung bereits 
nach 1 min bis 5 min H2O2 Behandlung eintrat, die für JNK nach 20 min ihr Maximum 
erreichte. Für weitere Studien wurde diese Behandlungszeit verwendet. Die Kinetik 
zeigt außerdem, dass die Phosphorylierung der Kinasen bereits innerhalb von 10 min 
bis 20 min ihr Maximum erreichte, während p-CAV1 nach 45 min am höchsten war. 
Dies unterstützt zusätzlich die Annahme, dass die untersuchten Kinasen eine Rolle bei 
der CAV1-Phosphorylierung spielen. 
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Abb. 29: H2O2 induziert die Phosphorylierung von CAV1 und von den Kinasen p38, JNK p54/46 
und SFK. TK6-CAV1 wurden für 20 min mit den angegebenen H2O2 Konzentrationen behandelt und 
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anschließend Zelllysate hinsichtlich p-CAV1 (A), p-p38 (B), p-JNK (C) und p-SFK (D) untersucht. Der 
abgebildete Western Blot ist repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. Die mittlere relative Phos-
phorylierung wurde densitometrisch analysiert und ist unter dem jeweiligen β-Aktin Blot angegeben. β-
Aktin diente als Ladekontrolle und Referenzbande zur Quantifizierung. E): Graphische Darstellung der 
densitometrischen Auswertung der Phosphorylierung von CAV1, p38, SFK und JNK p54/46 nach Be-
handlung mit H2O2. Die Linien verbinden die jeweiligen Mittelwerte des Phospho-Signals; Fehlerbalken 
repräsentieren die Standardabweichung. 
 
Abb. 30: Zeitverlauf der Phosphorylierung von CAV1 (A), SFK (B), JNK (C) und p38 (D) nach 
Behandlung mit 10 mM H2O2 für die angegebenen Zeiträume. TK6-CAV1 wurden mit 10 mM H2O2 
für die angegebenen Zeiten behandelt und anschließend Zelllysate hinsichtlich p-CAV1 (A), p-p38 (B), 
p-JNK (C) und p-SFK (D) untersucht. Der abgebildete Western Blot ist repräsentativ für 4 unabhängige 
Experimente. Die mittlere relative Phosphorylierung wurde densitometrisch analysiert. β-Aktin diente als 
Ladekontrolle. 
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4.4.3 Minderung der H2O2-induzierten Phosphorylierung von CAV1 durch spe-
zifische Inhibition von p38, JNK und SFK 
Erste Hinweise dafür, dass die Kinasen p38, SFK und JNK für die Phosphorylie-
rung von CAV1 eine Rolle spielen könnten, waren einerseits die Beobachtungen, dass 
im untersuchten Konzentrationsbereich alle Kinasen durch die H2O2-Behandlung akti-
viert wurden, und andererseits, dass die Kinasen in einem ähnlichen Zeitfenster wie 
CAV1 aktiviert waren. Daher wurde an dieser Stelle untersucht, ob die Phosphorylie-
rung von CAV1 durch die untersuchten Kinasen induziert wird. Dazu wurden spezifi-
sche Inhibitoren gegen SFK (SU6656), p38 (SB203580) und JNK (SP600125) einge-
setzt und anschließend der Effekt von H2O2 auf die Phosphorylierung von CAV1 mittels 
Western Blot analysiert (Abb. 31). Hier konnte gezeigt werden, dass 1 h Inkubation mit 
je 10 µM Inhibitor die CAV1-Phosphorylierung nach H2O2 auf jeweils ca. 45 % durch 
p38- und JNK-Inhibitor (p = 0,01 für p38-Inhibition; p = 0,008 für JNK-Inhibition) und 
auf 27 % durch SFK-Inhibitor (p = 0,001) reduzierte. 
 
Abb. 31: Die Inhibition von p38, JNK und SFK verringerte die H2O2 induzierte Phosphorylierung 
von CAV1. TK6-CAV1 wurden für 1 h mit 10 µM spezifischem Inhibitor von p38 (SB203580), JNK 
(SP600125), SFK (SU6656) oder Vehikel vorbehandelt und anschließend mit 10 mM H2O2 für 20 min 
stimuliert. Dabei nahm die durch H2O2 induzierte Phosphorylierung von CAV1 nach p38-Inhibition um 
55 %, nach JNK-Inhibition um 58 % und nach SFK-Inhibition um 73 % ab. Der abgebildete Western Blot 
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ist repräsentativ für 4 unabhängige Experimente. Die mittlere relative Phosphorylierung wurde densito-
metrisch analysiert. β-Aktin diente als Ladekontrolle und Referenzbande zur Quantifizierung. Der Graph 
zeigt Mittelwert und Standardfehler der 4 unabhängigen Experimente. 
4.4.4 Minderung der bestrahlungsinduzierten Phosphorylierung von CAV1 
durch spezifische Inhibition von p38 und SFK 
Um zu prüfen ob die Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 durch ionisierende Be-
strahlung induziert werden kann, wurden TK6-CAV1 Zellen mit 2 Gy oder 4 Gy be-
strahlt und Zelllysate zwischen 5 min und 8 h nach Bestrahlung analysiert (Abb. 32A). 
Kontrolle und Proben wurden auf dasselbe Gel geladen; für eine saubere Trennung 
der Kontrolle von den bestrahlten Proben wurde in die Geltasche eine Leerspur gela-
den, die für die Abbildung entfernt wurde.  
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle induzierten beide Bestrahlungsdosen 
eine maximal 6- bis 8-fache Zunahme der Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 in-
nerhalb von 15 min (2 Gy: 7,9-fach; p = 0,01 // 4 Gy: 6,3-fach; p = 0,002), was ver-
gleichbar war mit der Behandlung mit 5 mM H2O2 für 20 min (p-CAV1: 8-3-fach; p 
0,0003). Bis 8 h nach IR blieb p-CAV1 3- bis 5-fach erhöht (2 Gy: 4,9-fach; p 0,03 // 4 
Gy: 3,2-fach; p = 0,02). 
Um zu untersuchen, ob bei der Strahlenantwort auf molekularer Ebene ähnliche 
Signalkinasen aktiviert werden wie durch H2O2 , wurden die Zelllysate ebenfalls auf 
die Aktivierung von JNK, p38 und SFK analysiert (Abb. 32B-D). Hier konnte eine deut-
liche und für alle Zeitpunkte vergleichbare Phosphorylierung von SFK gezeigt werden 
(2,3- bis 3,1-fach; alle p ≤ 0,05), während die Phosphorylierung von p38 zeit- und do-
sisabhängige zunahm, sodass zum letzten Zeitpunkt (8 h) die höchste Phosphorylie-
rung erreicht war (2 Gy: 3,4-fach; p = 0,006 // 4 Gy: 4,9-fach; p = 0,004). Die Phospho-
rylierung von JNK zeigte einen gänzlich anderen Phosphorylierungsverlauf. Das Sig-
nal nahm kurz nach Bestrahlung zunächst um etwa die Hälfte ab (2 Gy, 5 min, p54 
JNK: 0,5-fach; p = 0,0001 // 4 Gy, 5 min, p54 JNK: 0,4-fach; p = 0,0007 // 2 Gy, 5 min, 
p46 JNK: 0,6-fach; p = 0,03 // 4 Gy, 5 min, p46 JNK: 0,5-fach; p = 0,005). Im zeitlichen 
Verlauf stieg die Phosphorylierung von p46 JNK dann leicht über die Kontrolle hinaus 
(2 Gy, 1 h: 1,6-fach; p = 0,04 // 4 Gy 8 h: 1,8-fach; p = 0,01), während p54 JNK weiter-
hin niedrig blieb (Max. 2 Gy 4 h: 0,6-fach; p = 0,007 // Max 4 Gy 8 h: 0,8-fach; 
p = 0,0007). 
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass ionisierende Bestrahlung die Phosphory-
lierung von CAV1 und der Stresskinasen induzierte, wobei sich die Phosphorylierungs-
intensität der unterschiedlichen Proteine im zeitlichen Verlauf unterschied. Außerdem 
wurde deutlich, dass ionisierende Bestrahlung eine geringere Phosphorylierung aller 
Proteine induzierte als die Behandlung mit H2O2. 
 
Abb. 32: Ionisierende Bestrahlung mit 2 Gy und 4 Gy steigerte die Phosphorylierung von CAV1, 
p38, JNK p54/p46 und SFK. Zelllysate von TK6-CAV1 wurden zu den angegebenen Zeitpunkten nach 
Bestrahlung gesammelt und mittels Western Blot hinsichtlich Phosphorylierung von CAV1 (A), p38 (B), 
JNK (C) und SFK (D) untersucht. Der abgebildete Western Blot ist repräsentativ für 5 unabhängige 
Experimente. Die mittlere relative Phosphorylierung wurde densitometrisch analysiert (Abb. 33) und ist 
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unter dem jeweiligen β-Aktin Blot angegeben. β-Aktin diente als Ladekontrolle und Referenzbande zur 
Quantifizierung. Kontrolle und Proben wurden auf dasselbe Gel geladen und durch eine Leerspur ge-
trennt, die für die Abbildung entfernt wurde. 
Die Induktion der CAV1 Phosphorylierung nach Behandlung mit H2O2 wurde durch 
die Inhibition der Kinasen p38, JNK und SFK deutlich reduziert. Um die Rolle von p38, 
SFK und JNK nach Bestrahlung zu untersuchen, wurden TK6-CAV1 nach 1 h Inkuba-
tion mit je 10 µM Inhibitor mit 2 Gy bestrahlt und Zelllysate zwischen 5 min und 8 h 
nach Bestrahlung hinsichtlich Phosphorylierung von CAV1 im Western Blot analysiert 
(Abb. 33). Anhand der bestrahlten Proben ohne Inhibitor wurde die CAV1-
Phosphorylierungskinetik des Vorgängerversuchs bestätigt. Kontrolle und Proben wur-
den auf dasselbe Gel geladen; für eine saubere Trennung der Kontrolle von den be-
strahlten Proben wurde in die Geltasche eine Leerspur geladen, die für die Abbildung 
entfernt wurde. 
Nach p38-Inhibition konnte in den Versuchen für alle Zeitpunkte eine Abnahme von 
p-CAV1 um ca. 20 % nachgewiesen werden (Min.: 14,8 % - 5 min nach IR; Max.: 
29,4 % - 4 h nach IR; pgesamt = 0,002) (Abb. 33A). Auch durch die Inhibition von JNK 
wurde die Phosphorylierung von CAV1 nach ionisierender Bestrahlung zu den getes-
teten Zeitpunkten konsistent um 30 % verringert (Min.: 19,2 % - 5 min nach IR; Max.: 
39,1 % - 8 h; pgesamt = 0,00006) (Abb. 33B). Die Inhibition von SFK hatte keinen Effekt 
auf die Phosphorylierung von CAV1 nach Bestrahlung (Min.: 40 %; Max.: 115 %; Mit-
tel: 96 %; pgesamt = 0,5) (Abb. 33C). 
Insgesamt lässt sich festhalten, dass im Vergleich zu H2O2 durch ionisierende Be-
strahlung eine deutlich schwächere Phosphorylierung von CAV1 induziert wurde und 
dass die Kinasen p38 und JNK für die bestrahlungsinduzierte CAV1-Phosphorylierung 
eine geringere Bedeutung haben im Vergleich zur CAV1-Phosphorylierung nach H2O2. 
Die eingesetzten Kinaseinhibitoren bewirkten nur teilweise die Unterdrückung der 
Phosphorylierung von CAV1 in Antwort auf H2O2 und insbesondere nach ionisierender 
Bestrahlung. Weiterhin konnten wir feststellen, dass SFK nach Bestrahlung keinen Ef-
fekt auf die Phosphorylierung von CAV1 hat. 
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Abb. 33: Inhibition von p38 und JNK minderte die bestrahlungsinduzierte Phosphorylierung von 
CAV1. TK6-CAV1 wurden für 1 h mit 10 µM p38 Inhibitor (p38i, SB203580), JNK Inhibitor (JNKi, 
SP600125), SFK Inhibitor (SFKi, SU6656) oder Vehikel vorbehandelt und anschließend mit 2 Gy be-
strahlt. Zelllysate von den angegebenen Zeitpunkten nach Bestrahlung wurden mittels Western Blot auf 
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p-CAV1, CAV1 und β-Aktin getestet. Der abgebildete Western Blot ist repräsentativ für 6 unabhängige 
Experimente. Die mittlere relative Phosphorylierung wurde densitometrisch analysiert und ist unter dem 
jeweiligen β-Aktin Blot angegeben. β-Aktin diente als Ladekontrolle und Referenzbande zur Quantifizie-
rung. Kontrolle und Proben wurden auf dasselbe Gel geladen und durch eine Leerspur getrennt, die für 
die Abbildung entfernt wurde. Die Inhibition von p38 verringerte die Phosphorylierung von CAV1 nach 
Bestrahlung um 20 %, die Inhibition von JNK um 30 %, während die Inhibition von SFK keinen Einfluss 
auf die bestrahlungsinduzierte Phosphorylierung von CAV1 hatte. Die Graphen zeigen Mittelwert und 
Standardfehler der 6 unabhängigen Experimente.  
4.4.5 CAV1 beeinflusst nicht die Aktivität der Kinasen SFK, p38 MAPK und JNK 
Da unterschiedliche Studien die gegenseitige Beeinflussung von Signalkinasen 
und CAV1 beschreiben, sollte an dieser Stelle untersucht werden, welcher kausale 
Zusammenhang zwischen Kinaseaktivierung und Phosphorylierung von CAV1 be-
steht. Hierzu wurde die Zelllinie TK6-CAV1Y14F verwendet (siehe Abschnitt 4.1.3). Da 
für CAV1 und die untersuchten Kinasen im Bereich zwischen 5 mM und 20 mM H2O2 
nach 20 min eine deutliche Phosphorylierung gezeigt worden war, wurde die Analyse 
der Phosphorylierung von CAV1, p38, JNK und SFK in TK6-CAV1Y14F auf diesen Kon-
zentrationsbereich begrenzt (Abb. 34). 
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war nach Behandlung von TK6-CAV1 
mit 10 mM H2O2 p-CAV1 26-fach (p = 0,01) (siehe 4.4.2, Abb. 29A), p-p38 13,9-fach 
(p = 0,003), JNK (p54 und p46) 6,7- bzw. 37-fach (p = 0,03 bzw. p = 0,01) und SFK 
13-fach erhöht (p = 0,02). Für TK6-CAV1Y14F wurde gezeigt, dass durch die Mutation 
von Tyr14 zu Phe wie erwartet keine Phosphorylierung durch den für p-Tyr14 spezifi-
schen Antikörper detektiert werden konnte. Gesamt-CAV1 wurde mit einem Antikör-
per, der in einer Region außerhalb der (mutierten) Phosphorylierungsposition bindet, 
bestimmt. In TK6-CAV1Y14F war die Phosphorylierung aller untersuchten Kinasen nach 
H2O2 Behandlung vergleichbar mit TK6-CAV1 (SFK: p = 0,60; p38: p = 0,27; JNK p54 
und p46: p = 0,16 bzw. p = 0,68), sodass geschlussfolgert werden kann, dass die Ak-
tivierung der Kinasen unabhängig von einer Phosphorylierung von CAV1 erfolgte. 
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Abb. 34: Die Phosphorylierung der Kinasen p38, JNK p54/p36 und SFK war unabhängig von der 
Phosphorylierung von CAV1 nach H2O2 Behandlung. TK6 Zellen, die die Tyr14 defiziente CAV1-
Mutante (TK6-CAV1Y14F) exprimierten, wurden für 20 min mit den angegebenen H2O2 Konzentrationen 
behandelt. Zelllysate wurden anschließend mittels Western Blot hinsichtlich Phosphorylierung von 
CAV1 (A), p38 (B), JNK (C) und SFK (D) untersucht. Zum Vergleich wurden die CAV1wt exprimierenden 
TK6-CAV1 gleichermaßen behandelt. E) Vergleich der Kinasephosphorylierung nach Behandlung mit 
10 mM H2O2 in TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F. Der Graph zeigt Mittelwert und Standardfehler von 3 
unabhängigen Experimenten. Die mittlere relative Phosphorylierung wurde densitometrisch analysiert 
und ist unter dem jeweiligen β-Aktin Blot angegeben. β-Aktin diente als Ladekontrolle und Referenz-
bande zur Quantifizierung. 
4.4.6 Funktionelle Studien zur Rolle von Tyr14 
Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass p38 und JNK Regulatoren der CAV1 Phos-
phorylierung an Tyr14 nach Bestrahlung sind. Um der funktionellen Rolle der CAV1 
Phosphorylierung nachzugehen, wurde die Tyr14 defiziente CAV1 Mutante verwendet, 
um Proliferation, Zellkernfragmentierung und klonogenes Zellüberleben zu untersu-
chen. 
Proliferation und Repopulierung wurde mit dem Vitalfarbstoff alamarBlue über ei-
nen Zeitraum von 10 Tagen nach Bestrahlung mit 2 Gy und 4 Gy analysiert (Abb. 35). 
Aufgrund der Vielzahl möglicher statistischer Tests war der Vergleich der Einzelzeit-
punkte durch die niedrige Versuchsanzahl und die hohe Schwankung der Daten nur 
begrenzt aussagekräftig. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden in der Abbildung 
keine Signifikanzen angegeben. Für den Vergleich der Zelllinien wurde der gesamte 
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Beobachtungszeitraum herangezogen. Die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt und alle wei-
teren Angaben wurden relativ dazu getroffen.  
Eine dosisabhängige Minderung der RFI wurde erwartungsgemäß für alle Zelllinien 
beobachtet. Ohne Bestrahlung und nach Bestrahlung mit 2 Gy war die RFI von TK6wt 
und TK6-CAV1Y14F vergleichbar, während TK6-CAV1 eine niedrigere RFI über den 
Versuchszeitraum aufwiesen (0 Gy: WT vs CAV1: 14,5 vs. 13,6; p = 0,002 // WT vs 
Y14F: 14,5 vs. 14,7; p = 0,65 // CAV1 vs. Y14F: 13,6 vs. 14,7; p = 0,004. 2 Gy: WT vs 
CAV1: 11,7 vs. 10,8; p < 0,0001 // WT vs Y14F: 11,7 vs. 11,6; p = 0,80 // CAV1 vs. 
Y14F: 10,8 vs. 11,6; p = 0,01). Nach Bestrahlung mit 4 Gy war die anhand der RFI 
bestimmte Proliferation/Repopulierung von TK6wt und TK6-CAV1 ähnlich, während 
die RFI von TK6-CAV1Y14F niedriger lag (WT vs. CAV1: 5,9 vs. 6,0; p = 0,76 // WT vs. 
Y14F: 5,9 vs. 4,8; p = 0,01 // CAV1 vs Y14F: 6,0 vs. 4,8; p = 0,04). Zusammengefasst 
war die RFI ohne Bestrahlung und nach Bestrahlung mit 2 Gy in TK6-CAV1 geringer 
als in den anderen beiden Zelllinien, während nach Bestrahlung mit 4 Gy die RFI von 
TK6-CAV1Y14Fam niedrigsten war. 
Die frühe Proliferation zwischen 24 h und 72 h nach Bestrahlung mit Dosen zwi-
schen 1 Gy und 6 Gy wurde mittels MTT-Assay bestimmt (Abb. 36). Aufgrund der Viel-
zahl möglicher statistischer Tests war der Vergleich der Einzelzeitpunkte durch die 
niedrige Versuchsanzahl und die hohe Schwankung der Daten nur begrenzt aussage-
kräftig. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurden in der Abbildung keine Signifikanzen 
angegeben. Die relative Absorption unbestrahlter Zellen wurde mit 100 % angesetzt 
und alle weiteren Angaben wurden relativ dazu getroffen. Für den Vergleich der Zellli-
nien wurde der gesamte Dosisbereich von 1 Gy bis 6 Gy herangezogen. Erwartungs-
gemäß nahm die Absorption durch Bestrahlung ab, wobei 24 h nach Bestrahlung die 
Absorption von TK6-CAV1Y14F signifikant höher war als in TK6wt und TK6-CAV1 (WT 
vs. CAV1: 50,1 vs. 46,6; p = 0,2 // WT vs. Y14F: 50,1 vs. 57,4; p = 0,006 // CAV1 vs. 
Y14F: 46,6 vs. 57,4; p = 0,01). Nach 48 h war die Absorption von TK6-CAV1 signifikant 
niedriger als von TK6wt und TK6-CAV1Y14F (WT vs. CAV1: 35,0 vs. 26,3; p < 0,00001; 
WT vs. Y14F: 35,0 vs. 36,9; p = 0,4 // CAV1 vs. Y14F: 26,3 vs. 36,9; p = 0,002). Diese 
Beobachtung war als Tendenz auch 72 h nach Bestrahlung zu beobachten, allerdings 
waren die Unterschiede zwischen TK6-CAV1 und den anderen beiden Zelllinien nicht 
signifikant (WT vs. CAV1: 51,4 vs. 46,7; p = 0,057; WT vs. Y14F: 51,4 vs. 54,5; p = 0,4 
// CAV1 vs. Y14F: 46,7 vs. 54,5; p = 0,08). Insgesamt wurde über den Versuchszeit-
raum von 72 h beobachtet, dass zunächst TK-CAV1 im Vergleich zu TK6-CAV1Y14F 
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das schlechtere Überleben nach Bestrahlung mit 1 Gy bis 6 Gy aufwiesen, was gegen 
die Hypothese eines besseren Überlebens von CAV1-positiven Zellen auf Grund der 
Phosphorylierungsposition Tyr14 spricht. Die Daten des MTT-Assays decken sich al-
lerdings nicht vollständig mit den Ergebnissen des alamarBlue-Assays. Im alamarBlue-
Assay wurde zwar für 10 Tage ohne und nach Bestrahlung mit 2 Gy eine niedrigere 
RFI für TK6-CAV1 gefunden, allerdings war nach 4 Gy die Absorption von TK6-
CAV1Y14F am niedrigsten. 
Um festzustellen, ob Tyr14 relevant für die bestrahlungsinduzierte Apoptose ist, 
wurden TK6 Zellen 24 h und 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy fixiert und nach Färbung 
der Zellen mit Hoechst 33342 wurde der Anteil fraktionierter Zellnuklei bestimmt (Abb. 
37). Erwartungsgemäß stieg der Anteil apoptotischer Zellen nach Bestrahlung an 
(24 h: 2- bis 4-fach; 48 h: 6- bis 8-fach). Im Zelllinienvergleich ergaben sich keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien. 
Klonogenes Zellüberleben nach Bestrahlung mit 1 Gy bis 6 Gy wurde mittels Ko-
loniebildungstest im 96-well Plattenformat analysiert. An Tag 14 nach Bestrahlung 
wurden Vertiefungen ohne Kolonie gezählt und die Überlebensfraktion berechnet. Un-
abhängig von der verwendeten Bestrahlungsdosis wurde kein Unterschied im klono-
genen Zellüberleben zwischen den Zelllinien TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F 
gefunden (Abb. 38). 
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Abb. 35: Messung von Zellproliferation und Repopulierung über einen Zeitraum von 10 Tagen in 
TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F nach Bestrahlung mit 2 Gy und 4 Gy. TK6 Zellen wurden 
direkt nach Aussaat bestrahlt. Die Inkubation mit alamarBlue für 24 h wurde für jeden Messtag durch-
geführt und die Fluoreszenz direkt nach Zugabe und 24 h nach Zugabe ermittelt. Messtag 1 diente der 
Normalisierung. Die Kurven zeigen Mittelwert und Standardfehler von 3 unabhängigen Experimenten. 
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Abb. 36: Analyse des Zellüberlebens von TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F 24 h, 48 h und 
72 h nach Bestrahlung mit 1 Gy – 6 Gy. Direkt nach Aussaat wurden die TK6 Zellen bestrahlt. Nach 
Inkubation für 24 h, 48 h oder 72 h wurden die Zellen mit MTT für 4 h inkubiert und anschließend lysiert. 
Die Absorption wurde am folgenden Morgen gemessen. Die Kurven zeigen Mittelwert und Standardfeh-
ler von 3 unabhängigen Experimenten. 
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Abb. 37: Hoechst-Färbung der Zellkerne von TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F Zellen 24 h 
und 48 h nach Bestrahlung mit 2 Gy. Die relativen Apoptoseraten wurden 24 h und 48 h nach Be-
strahlung mit 2 Gy durch Zählung von unfragmentierten und fragmentierten Zellkernen bestimmt. Säu-
len stellen Mittelwerte dar; Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an. n = 3. 
 
Abb. 38: Berechnung der Überlebensfraktion von TK6wt, TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F nach Be-
strahlung mit Dosen zwischen 1 Gy und 6 Gy. TK6 Zellen wurden direkt nach Aussaat bestrahlt und 
14 Tage später die Anzahl wells ohne Zellkolonie bestimmt. Die Kurven zeigen Mittelwert und Standard-
fehler von 3 unabhängigen Experimenten. 
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5 DISKUSSION 
Bei der Strahlentherapie ist die Bestrahlungsdosis limitiert durch Nebenwirkungen 
im Normalgewebe, v. a. in Zellen des hematopoetischen und gastrointestinalen Sys-
tems. Eine Steigerung des Therapieerfolgs könnte durch Tumorsensibilisierung und/o-
der Radioprotektion von gesundem Gewebe erreicht werden. In der vorliegenden Ar-
beit wurden die Studien des Labors für zelluläre und molekulare Radioonkologie der 
Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitätsmedizin Mannheim 
zum radioprotektiven Effekt der Überexpression von CAV1 oder MDR1 im lympho-
blastoiden TK6-Zellmodell fortgesetzt, indem untersucht wurde, ob die gleichzeitige 
Überexpression von CAV1 und MDR1 im Vergleich zur jeweiligen einzelnen Überex-
pression eine Verbesserung des Zellüberlebens nach Bestrahlung bewirkt. Dazu wur-
den Proliferation, Apoptose und klonogenes Überleben betrachtet. Zusätzlich wurde 
die Lokalisation von CAV1 und MDR1 ohne und mit Bestrahlung untersucht und die 
Bedeutung der Tyr14-Phosphorylierungsstelle von CAV1 im Hinblick auf bestrahlungs-
induziertes Zellüberleben analysiert. 
5.1 Etablierung der Zellmodelle 
5.1.1 TK6-MDR1-EGFP, TK6-CAV1-RFP und TK6-MDR1-EGFP-CAV1-RFP 
Die Zelllinie TK6-MDR1-EGFP wurde erfolgreich etabliert und sollte mit CAV1-RFP 
transduziert werden zur Etablierung von TK6-MDR1-EGFP-CAV1-RFP. Ein Nachteil 
der Kombination MDR1-EGFP ist, dass die Kontrolle der Funktionalität von MDR1 mit 
dem grün leuchtenden Farbstoff Rhodamin123 auf Grund der Expression von EGFP 
nicht möglich ist. Die Verwendung einer im gelben Kanal leuchtenden Alternative war 
nicht erfolgreich, da sich grüner und gelber Kanal nicht vollständig voneinander ab-
grenzen ließen (Daten nicht gezeigt). Außerdem wurde in der Zelllinie TK6-MDR1-
EGFP eine rote Fluoreszenz beobachtet, sodass von der Verwendung von TK6-
MDR1-EGFP-CAV1-RFP abgesehen wurde, da keine visuelle Unterscheidung der 
Transgene möglich gewesen wäre. Um dennoch die Lokalisation von CAV1 und MDR1 
bei gleichzeitiger Überexpression zu untersuchen, wurde die Zelllinie TK6-CAV1 mit 
MDR1 transduziert, um TK6-CAV1-MDR1 herzustellen. Ein klarer Vorteil dieser Zellli-
nie ist, dass weder CAV1 noch MDR1 mit einem potentiell störenden Fluoreszenz-Tag 
versehen sind 198. 
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5.1.2 TK6-CAV1-MDR1 
Nach Transduktion von TK6-CAV1 mit MDR1 zu TK6-CAV1-MDR1 wurde die Ex-
pression von CAV1 und MDR1 mittels Western Blot nachgewiesen. TK6-MDR1 und 
TK6-CAV1-MDR1 wurden vor Einsatz mit Vincristin selektiert, um eine zu mind. 95 % 
MDR1-positive Zellpopulation zu erhalten. So war gewährleistet, dass in den Zelllinien 
TK6-CAV1, TK6-MDR1 und TK6-CAV1-MDR1 durch die Vergleichbarkeit der Expres-
sion von CAV1 und MDR1 auch die darauf basierenden Daten vergleichbar waren. Die 
vergleichbare Funktionalität von MDR1 wurde mittels Rhodamin123-Assay bestätigt. 
5.1.3 TK6-CAV1Y14F 
Die Zelllinie TK6-CAV1Y14F wurde durch Transduktion von TK6wt mit einer an 
Tyr14 mutierten, nicht phosphorylierbaren Variante von CAV1 hergestellt. Die Zwi-
schenstufe TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP diente der unkomplizierten Unterscheidung 
transduzierter und nicht transduzierter Zellen und erforderte eine hohe EGFP-Reinheit, 
denn alle nach Sortierung vorhandenen EGPF-negativen, d. h. CAV1Y14F negativen, 
Zellen würden nach Exzision von EGFP einen Anteil der Endpopulation darstellen, 
ohne tatsächlich transduziert zu sein. Die FACS-Daten zeigten, dass in der sortierten 
TK6-CAV1Y14F-IRES-EGFP-Population 0,6 % der Zellen untransduziert waren, und 
dass der Anteil EGFP-negativer Zellen nach EGFP-Exzision 39,7 % betrug. Demnach 
stieg der Anteil initial untransduzierter TK6-CAV1Y14F auf 1,5 % an, was im Akzeptanz-
bereich (> 95 % Populationsreinheit) lag. Das Ausbleiben der Reaktivität des Tyr14-
spezifischen phospho-CAV1-Antikörpers nach Behandlung der Zellen mit H2O2 zeigte 
die erfolgreiche Eliminierung der Phosphorylierungsstelle Tyr14. 
5.2 Bedeutung der gleichzeitigen Expression von CAV1 und 
MDR1 für die Strahlenantwort 
5.2.1 Proliferations- und Apoptosestudien 
In Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe war die Überexpression von MDR1 im 
TK6 Zellmodell mit einer Verbesserung des klonogenen Überlebens assoziiert, und 
CAV1 steigerte die Proliferation/Repopulierung nach Bestrahlung 68-70. Auf dieser 
Grundlage erschien die gleichzeitige Expression von CAV1 und MDR1 als geeignete 
Kombination um eine weitere Verbesserung des Zellüberlebens nach Bestrahlung zu 
erreichen unter Voraussetzung additiver oder synergistischer Effekte auf Basis einer 
Interaktion und/oder gegenseitigen Beeinflussung von CAV1 und MDR1. 
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Die Spaltung von Caspasen als Mechanismus der Apoptoseinduktion wird auch 
durch Bestrahlung ausgelöst. Obwohl sie bisher vornehmlich durch den intrinsischen 
Weg und Caspase 9 beschrieben wurde, zeigten unterschiedliche Studien u. a. in 
HeLa- und H460-Zellen die Relevanz des extrinsischen Wegs und der Spaltung von 
Caspase 8 nach Bestrahlung auf 35, 36, 38, 199. In dieser Arbeit wurde folglich auch die 
Strahlenantwort hinsichtlich der Spaltung von Caspase 8 in TK6 Zellen bei gleichzei-
tige Überexpression von CAV1 und MDR1 untersucht und mit den jeweiligen Einzel-
expressions-Zelllinien verglichen. 
Strahlenantwort von TK6-MDR1 
Im Langzeit-Proliferationsassay mit alamarBlue wiesen TK6-MDR1 nach Bestrah-
lung mit 2 Gy und 4 Gy das höchste Überleben auf, während die Proliferationsrate von 
TK6-CAV1 signifikant niedriger lag. In Übereinstimmung wurde im Kurzzeit-Proliferati-
onsassay mit MTT in TK6-MDR1 bis 48 h nach Bestrahlung mit 1 Gy bis 6 Gy ein leich-
ter Proliferationsvorteil im Vergleich zu TK6wt beobachtet, während TK6-CAV1 eine 
geringere Proliferation aufwiesen. Bezüglich der Zellkernfragmentierung als Apopto-
senachweis zeigte sich die schwache Tendenz einer geringeren Apoptoserate von 
TK6wt und TK-MDR1 im Vergleich zu TK6-CAV1. Insgesamt konnte die radioprotek-
tive Wirkung von MDR1 im Sinne eines Proliferationsvorteils bestätigt werden, der je-
doch ohne Auswirkung auf die Apoptoserate und klonogenes Überleben blieb. 
Da trotz des Proliferationsvorteils von TK6-MDR1 bzw. Proliferationsnachteils in 
TK6-CAV1 hinsichtlich der Apoptoserate kein signifikanter Unterschied nachweisbar 
war, war die Erwartung an einen deutlichen Effekt von CAV1 und MDR1 auf die Spal-
tung von Caspase 8 gering, schloss deren Beteiligung in der Strahlenantwort jedoch 
nicht aus. Zunächst wurde für TK6wt und ihre Derivate TK6-CAV1, TK6-MDR1 und 
TK6-CAV1-MDR1 die Spaltung von Caspase 8 nach Bestrahlung bestätigt. In Über-
einstimmung mit den Daten zur Proliferation wurde in dieser Arbeit für TK6-MDR1 nach 
Bestrahlung mit 2 Gy eine im Vergleich zu TK6wt niedrigere Spaltung von Caspase 8 
beobachtet. Außerdem wurde anhand des Spaltprodukts p41/43 in der Zelllinie mit 
kombinierter Expression von CAV1 und MDR1 weniger Caspase 8 Spaltung beobach-
tet als in TK6wt und TK6-CAV1. Die Unterschiede zwischen den Zelllinien bezüglich 
p41/43 waren gering, der Unterschied zwischen TK6-CAV1 und TK6-MDR1 jedoch 
war signifikant. Insgesamt deuten die Ergebnisse auf einen Effekt von MDR1 auf die 
Apoptoseresistenz hin und unterstützt die Hypothese eines Schutzes vor bestrah-
lungsinduzierter Apoptose, vermittelt durch eine geringere Spaltung von Caspase 8. 
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Daten bezüglich der Spaltung von BID, einem Substrat von Caspase 8, und die Rele-
vanz der Expression von CAV1 und MDR1 für die Spaltung von BID, stehen derzeit 
noch aus. 
Studien innerhalb der Arbeitsgruppe bezüglich der durch MDR1-vermittelten 
Radioprotektion zeigten, dass der PI3K-AKT-Überlebenssignalweg keine Rolle für die 
Vermittlung des anti-apoptotischen Effekts von MDR spielt, und dass die beobachtete 
Herunterregulation des anti-apoptotischen BCL-2 nach Bestrahlung nicht von MDR1 
moduliert wurde 190. Für die durch MDR1 vermittelte Apoptoseresistenz gegenüber 
Chemotherapeutika wurde ein ATPase-unabhängiger Mechanismus vorgeschlagen, 
bei dem die Aktivierung von Caspase 3 und 7 und eine gesteigerte Freisetzung von 
Cytochrom c vordergründig waren 79. Als Alternative wurde ein ATP-abhängiger Me-
chanismus aufgezeigt, bei dem MDR1 unter ATP-Bindung die FAS-abhängige Aktivie-
rung der Caspase 8 inhibierte 78. Eine FAS-abhängige Apoptose nach Bestrahlung 
wurde auch in HeLa-Zellen beobachtet, wobei die spezifische Inhibition von JNK die 
FAS-Transkription reduzierte und so die Apopoptosekaskade blockierte 36. Eine ähnli-
che Relevanz der Stresskinasen fand man u. a. in U937 Zellen, bei denen die bestrah-
lungsinduzierte Apoptose über die Aktivierung von p38 und JNK verlief 200-202. So 
wurde beobachtet, dass p-JNK und p-p38 das pro-apoptotische BAX aktivieren und so 
seine Translokation in die Mitochondrien hervorrufen konnten, wodurch die Apoptose-
kaskade in Gang gesetzt wurde 203. Bezüglich Apoptose ist neben BAX auch p53 ein 
Zielprotein von p-JNK 36, 204. Insbesondere in TK6-Zellen wird bestrahlungsinduzierte 
Apoptose durch p53 vermittelt 79, 205, 206. Interessant wäre zu klären, ob die spezifische 
Inhibition der untersuchten Kinasen in bestrahlten TK6 einen Einfluss auf die Apopto-
sekaskade hat, und ob diese Kinaseinhibition für Unterschiede bezüglich der Apopto-
seantwort zwischen den TK6-Derivaten, die in dieser Arbeit untersucht wurden, rele-
vant wäre. 
Eine Inhibition der FAS-abhängigen Aktivierung von Caspase 8 wäre auch durch 
eine sich auf den DISC auswirkende Konformationsänderung von MDR1 denkbar. 
Eine Mediatorfunktion könnte von Ezrin ausgehen, das sowohl mit FAS als auch mit 
MDR1 assoziiert ist und einen Bestandteil des DISC darstellt 207, 208. Weiterhin könnte 
MDR1, das den Transport von lipid raft Komponenten (Sphingolipide, Cholesterol) und 
die Internalisierung von FAS-Clustern in lipid rafts reguliert, Apoptosesignale unterhalb 
der lipid raft/DISC-Bildung stören 209-211. Denkbar ist auch, dass MDR1 eine 
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radioprotektive Funktion durch eine direkte Interaktion mit CAV1 ausübt, möglicher-
weise auch in Abhängigkeit von der Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 172, 212. 
Strahlenantwort von TK6-CAV1 
CAV1 wurde in der vorliegenden Arbeit tendenziell als pro-apoptotischer Faktor 
identifiziert, der die Zellen gegenüber ionisierender Strahlung sensibilisierte und so 
eine Minderung der Proliferationsfähigkeit und eine marginale Steigerung der Apopto-
serate induzierte. Auch in publizierten Arbeiten wird eine pro-apoptotische Rolle von 
CAV1 in Normalzellen diskutiert 94, 95, 213, 214. Widersprüche der hier erhobenen Daten 
der Zelllinie TK6-CAV1 zu Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe 70, 180 werden se-
parat in Abschnitt 5.2.3 diskutiert. 
In Einklang mit den Daten zur Proliferation nach Bestrahlung (siehe 4.2.1 und 
4.2.2) wurde eine tendenziell höhere Spaltung von Caspase 8 in TK6-CAV1 als in 
TK6wt beobachtet, was vom erwarteten Ergebnis abweicht und in Abschnitt 5.2.3 dis-
kutiert wird. Die Expression von CAV1 schien die Spaltung von Caspase 8 zu begüns-
tigen und so möglicherweise zu einer niedrigeren Proliferationsrate beizutragen. Eine 
weitere Beobachtung war, dass bei TK6-CAV1 bereits ab 36 h nach Bestrahlung die 
Menge der Caspase 8 Spaltung mehr als die Hälfte der maximal erreichten Spaltung 
von Caspase 8 betrug. Zusätzlich erreichten TK6-CAV1 die maximal festgestellte Rate 
an gespaltener Caspase 8 72 h nach Bestrahlung, während es bei den anderen Zellli-
nien nach 60 h war. Dies zeigt, dass bei TK6-CAV1 das Apoptose-Signal frühzeitiger 
ausgelöst wird und länger anhält, sodass weniger Zellen in diesem Zeitraum überle-
ben. Dies könnte einen Beitrag zur leicht erhöhten Apoptoserate leisten, die in TK6-
CAV1 mittels Kernfärbung gezeigt wurde. Eine Caspase 8 abhängige Apoptose nach 
Bestrahlung wurde auch in Pankreastumorzellen beobachtet, wobei CAV1 die Rolle 
eines Schutzfaktors vor Caspase-Aktivierung nach Bestrahlung einnahm. Interessant 
war, dass sich dabei die Caspase-Aktivierung nicht auf das Gesamtüberleben oder 
das klonogene Überleben auswirkte 149. Dass Apoptose-Signalwege nicht unbedingt 
das Zellüberleben nach Bestrahlung beeinflussen, zeigt auch die vorliegende Arbeit. 
Die Interaktion von CAV1 mit FAS unterstützt die pro-apoptotische Rolle von CAV1. 
So zeigten Zhang et al. in A549 Zellen, dass das Antioxidant Resveratrol eine Kom-
plexbildung von FAS und CAV1 ausgelöst hatte, und dass der knockdown von CAV1 
mit einer Abnahme der Spaltung von Caspase 8 und Caspase 3 nach Resveratrol-
Behandlung verbunden war. FAS könnte ein interessanter Link zwischen den potentiell 
interagierenden Proteinen CAV1 und MDR1 sein. Trotz der Apoptoseunterdrückung 
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wurde keine Zunahme der Proliferation durch den knockdown von CAV1 beobachtet, 
was wiederum zeigt, dass eine Änderung des Apoptose-Signalwegs allein nicht für die 
Modulation der Zellproliferation entscheidend war 212. 
In mit Hyperoxie stimulierten Beas2B-Zellen wurde FLOT-2 als Gegenspieler von 
CAV1 bei der Apoptoseinduktion identifiziert. FLOT-2 verhinderte in Folge der Stimu-
lation die DISC-Bildung und FAS/CAV1-Komplexbildung und somit das Apoptose-Sig-
naling. Oxidativer Stress induzierte eine Abnahme von FLOT-2, wodurch die Apopto-
sekaskade initiiert wurde. Ein vorgeschlagener Mechanismus war, dass die Verteilung 
von CAV1 und FLOT-2 in den unterschiedlichen Membransubstrukturen (z. B. 
planare/caveoläre lipid rafts) einen Beitrag zur Apoptoseregulation leisten könnte 97. 
Weitere Studien an der Zelllinie zeigten, dass unter Hypoxie der Autophagie-Mar-
ker LC3B involviert war, der mit FAS unter CAV1-Beteiligung interagierte und so die 
Apopotosekaskade regulierte. Für die gemeinsame Interaktion war die Phosphorylie-
rung von CAV1 an Tyr14 essentiell 215, was in einer anderen Studie anhand der redu-
zierten Spaltung von t-BID und Steigerung des Zellüberlebens nach Expression der 
CAV1-Mutante Y14F bestätigt wurde 216. Die Relevanz der Tyr14 Phosphorylierung 
von CAV1 für Apoptose wurde auch in MCF-7 Zellen gezeigt, in denen nach apoptoti-
scher Stimulation mit Paclitaxel u. a. weniger Apoptose in den Tyr14-defizienten MCF-
7-CAV1Y14F Zellen als in MCF-7-CAV1wt Kontrollzellen gezeigt wurde 217. Kürzlich 
wurde Lysin 176 als weitere Position von CAV1 identifiziert, für die eine Rolle beim 
Zellüberleben gefunden wurde: Die Mutation von Lysin zu Arginin reduzierte die Oli-
gomerisierung von CAV1 und förderte durch direkte Interaktion die MDR1-
Transportaktivität, sodass die CAV1L176A-Zellen toleranter gegenüber Doxorubicin, 
Cisplatin und Docetaxel waren 218. Eine interessante, bisher ungeklärte Fragestellung 
wäre der Effekt dieser Mutation in bestrahlten TK6-CAV1 L176A Zellen. 
Strahlenantwort in TK6-CAV1-MDR1 
Insgesamt wurde in dieser Arbeit vorwiegend eine pro-apoptotische Wirkung von 
CAV1 und eine radioprotektive Tendenz im Sinne eines Proliferationsvorteils durch 
MDR1 beobachtet. Die Kombinationszelllinie TK6-CAV1-MDR1 wies eine mit TK6wt 
vergleichbare Caspase 8 Spaltung auf, die höher als in TK6-MDR1 und niedriger als 
in TK6-CAV1 war. Denkbar ist, dass das Wechselspiel der Signalwege, die durch 
CAV1 und MDR1 ausgelöst werden, sich gegenseitig beeinflussen, sodass MDR1 den 
pro-apoptotischen Effekt von CAV1 in Richtung anti-apoptotisch verschiebt. Dies 
würde auch in Einklang mit den Daten zur Proliferationsfähigkeit und Apoptoserate 
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stehen, die zwar statistisch nicht signifikant war, jedoch eine Tendenz zur gesteigerten 
Apoptose von TK6-CAV1 andeuten, die von TK6-CAV1-MDR1 zu TK6-MDR1 abnahm. 
Abweichend von den beschriebenen Beobachtungen wies die Kombinationszellli-
nie TK6-CAV1-MDR1 bezüglich des p18-Spaltfragments die höchste Spaltung auf. Die 
absoluten Messsignale waren jedoch sehr niedrig, wodurch das Signal nur unzu-
reichend vom Hintergrund trennbar war und die berechnete relative Expression mit 
einer größeren Unsicherheit behaftet ist. Daher stützt sich die Diskussion auf die ro-
busteren Daten der Bildung des p41/43 Spaltfragments. Eine Alternative zur semi-
quantitativen Analyse von Western Blots sind funktionsbasierte Assays, bei denen die 
Bildung eines Spaltprodukts über Fluoreszenz gemessen wird und die sowohl Vorteile 
(hohe Sensitivität, quantitative Aussage) als auch Nachteile (Kosten) mit sich bringen. 
Insgesamt war der postulierte pro-apoptotische Effekt von CAV1 in dieser Arbeit 
nicht so ausgeprägt, dass eine synergistische oder additive Wirkung von CAV1 und 
MDR1 zusammen zu einer Verbesserung der Radioprotektion führte. Auf Grund der 
pro-apoptotischen Wirkung von CAV1 erscheint eine Steigerung der Radioprotektion 
durch gleichzeitige Überexpression mit MDR1 nicht aussichtsreich. Eine Klärung der 
neu gefundenen Rolle von CAV1 bei der Strahlensensibilisierung ist der erforderliche 
nächste Schritt, um weitere Studien zur Radioprotektion zu betreiben. 
5.2.2 Alternative Zelltodwege zur bestrahlungsinduzierten Apoptose 
Neben Apoptose induziert Bestrahlung auch andere Formen des Zelltods, wie mi-
totische Katastrophe, Seneszenz, Nekrose oder Autophagie. Möglicherweise ist die 
beobachtete Änderung der Proliferationsrate nach Bestrahlung zumindest teilweise 
auf einen der alternativen Zelltodwege zurückzuführen 219. Hierfür spricht, dass auch 
in TK6 häufig ein Effekt auf Proliferation und Apoptose-Signalwege gezeigt werden 
konnte, ohne dass dies bedeutsame Auswirkungen auf das Maß fragmentierter Zell-
kerne oder klonogenes Überleben hatte. So führte die Überexpression der Redox-Sys-
temkomponente MnSOD zur Minderung der Apoptose nach Bestrahlung, ohne dass 
das klonogene Überleben anstieg 220. Der radioprotektive Effekt war dabei abhängig 
von der verwendeten Zelllinie: während die Transduktion von HeLa-RC Zellen mit Mn-
SOD und Cu-Zn-SOD keine Auswirkung auf das klonogene Überleben nach Bestrah-
lung hatte 221, wurde ein radioprotektiver Effekt in humanen primären Lungenfibroblas-
ten nach Bestrahlung nachgewiesen 66. 
Weiterhin kann Bestrahlung den apoptotischen Zelltod während der Interphase in-
duzieren, vor allem in Zellen hematopoetischen Ursprungs. Zellen mit G1- oder G2-
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Arrest können über mitotische Katastrophe sterben, wenn sie ohne DNA-Reparatur im 
Zellzyklus voranschreiten. Der vorzeitige Wiedereintritt in den Zellzyklus ist eine Vo-
raussetzung für die mitotische Katastrophe, die zum Zelltod führt oder als Vorstufe von 
Apoptose auftritt 23, 24. Als Resultat mitotischer Katastrophe entstehen Riesenzellen, 
die bis zu 200-mal größer sein können als ursprünglich 23. Eine geringe Zunahme des 
Zellvolumens nach Bestrahlung von TK6-CAV1-MDR1 wurde auch in dieser Arbeit am 
Rande beobachtet, allerdings nicht intensiv analysiert. Möglicherweise unterscheiden 
sich TK6-CAV1 und TK6-MDR1 hinsichtlich mitotischer Katastrophe, was die unter-
schiedlichen Proliferationsraten nach Bestrahlung erklären könnte. Beispielsweise in-
duzierte ionisierende Bestrahlung in 92-1 Zellen den direkten Übergang von der G2- 
zur G1-Phase ohne Mitose, was Seneszenz induzierte 222 und ebenfalls zur Minderung 
der Proliferation beitragen könnte. In CAV1-exprimierenden Fibroblasten wurde Se-
neszenz durch Stimulation mit oxidativem Stress in einem p53-abhängigen Prozess 
induziert 223. Studien zur Erforschung dieser Zelltodwege nach Bestrahlung und einer 
möglichen Unterscheidung von TK6-CAV1 und TK6-MDR hinsichtlich der Zelltodprä-
ferenz sind erforderlich, um ein differenziertes Bild der bestrahlungsinduzierten Zell-
todmechanismen zu erhalten. 
5.2.3 Fehlende Reproduzierbarkeit zu ehemaligen Studien 
Die Erkenntnisse dieser Arbeit deuten in Teilen in eine andere Richtung als Daten, 
die vor mehreren Jahren im Rahmen von Forschungsarbeiten und einer Dissertation 
erhoben wurden 68-70, 180. Vor allem aus Zeitgründen konnte bisher nicht abschließend 
geklärt werden, warum der damals beobachtete Proliferationsvorteil (TK6-CAV1) bzw. 
das klonogene Überleben (TK6-MDR1) nach Bestrahlung in der vorliegenden Arbeit 
nicht bestätigt wurden. Da beide Zelllinien (TK6-CAV1 und TK6-MDR1) betroffen sind, 
könnte eine gemeinsame Ursache zugrunde liegen. Eine plausible Erklärung wäre, 
dass sich die Expressionsstärke von CAV1 und/oder MDR1 über die Jahre verändert 
hat und/oder von den Kulturbedingungen abhängig ist. Denkbar ist auch, dass die ver-
wendeten Testmethoden nicht so robust gegenüber geringfügigen Änderungen der ex-
perimentellen Bedingungen sind. 
Weiterhin könnten Änderungen bei der Herstellung/Zusammensetzung kommerzi-
ell bezogener Zellkulturmedien/-seren bestehen, die über Zellsignalmodulation zur Ab-
nahme von Unterschieden zwischen den Zelllinien beitragen. Dies lässt sich jedoch 
nicht belegen, da Rezepturen und Herstellungsverfahren nicht zugänglich sind, zumal 
Seren bezüglich der Zusammensetzung ihrer über 1000 Komponenten (u. a. Hormon- 
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Enzym-, Wachstumsfaktor- und Nährstoffgehalt) undefiniert sind. Auch die Passagen-
zahl (Anzahl an Zellteilungen) kann Einfluss auf zelluläre Prozesse nehmen 224-227. Der 
Etablierung neuer Zelllinien ist dabei inhärent, dass die Basiszelllinie stets eine niedri-
gere Passagenzahl aufweist als eine darauf basierend modifizierte Zelllinie. Ob in den 
hier untersuchten Zelllinien solche Effekte von Bedeutung sind, ist allerdings unklar 
und bedarf gezielter Untersuchungen. 
Zusätzlich wurden einige Tage nach Bestrahlung unbekannte Strukturen in der 
Zelllinie TK6-CAV1-MDR1 beobachtet, die dosisabhängig zunahmen. Trotz umfassen-
der Analysen bleibt es Spekulation, worum genau es sich bei diesen Strukturen han-
delte. Eine Neuetablierung der Zelllinie war aus Zeitgründen nicht möglich. Da, abge-
sehen vom Koloniebildungstest, die funktionellen Studien mit niedrigen Zellzahlen, ei-
ner geringen Bestrahlungsdosis und/oder innerhalb eines kurzen Beobachtungszeit-
raums durchgeführt wurden, ist eine Datenbeeinflussung weitgehend ausgeschlossen. 
5.3 Co-Lokalisation 
Zahlreiche Studien wiesen auf eine gegenseitige Beeinflussung von CAV1 und 
MDR1 hin und deuteten an, dass die Basis der Interaktion eine gemeinsame Lokalisa-
tion in der Membran darstellt. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob dies auch in TK6 
Zellen, die gleichzeitig CAV1 und MDR1 überexprimieren, der Fall ist, und ob Bestrah-
lung einen Effekt auf die Lokalisation beider Proteine hat. Die Lokalisation der Zielpro-
teine wurde über einen Zeitraum von 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy beobachtet und 
es wurden drei Co-Lokalisationsparameter ausgewertet: Pearsons R, Manders‘ 
tM1/tM2 und Lis ICQ. Nach Bestrahlung nahmen die R-Werte um ca. 22 % kontinuier-
lich ab, von ca. 0,36 (Kontrolle) zu 0,28 (2 Gy, 24 h), was eine Abnahme der Korrelation 
beider Intensitäten bedeutet. Die Interpretation von Werten zwischen 0 (keine Korre-
lation) und 1 (perfekte Korrelation) gestaltet sich oft schwierig und ist zumindest teil-
weise auf einen Unterschied der mittleren Kanalintensitäten von rotem (CAV1) und 
grünem (MDR1) Kanal zurückzuführen. Mittels tM1 (rot, CAV1) und tM2 (grün, MDR1) 
wurde der Intensitätsanteil an der Gesamtintensität für den jeweiligen Kanal ermittelt, 
bei dem auch eine Intensität für den anderen Kanal vorhanden ist. Dieses Vorgehen 
ist für unterschiedliche mittlere Kanalintensitäten weniger anfällig und zeigte, dass tM1 
und tM2 nach Bestrahlung um ca. 9 % sanken, von ca. 0,77 auf 0,70 (tM1) bzw. von 
0,79 auf 0,72 (tM2). Diese Abnahme bedeutet, dass für beide Kanäle der Anteil an 
Pixeln sinkt, für den auch im jeweils anderen Kanal ein Signal vorhanden ist, also eine 
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Abnahme der Co-Lokalisation. Bezüglich ICQ änderte Bestrahlung die Wertelage um 
0,25 nicht, d. h. dass keine Änderung der Synchronität der Kanalintensitäten stattfand 
und der Co-Lokalisationgrad konstant blieb. 
Die Daten funktioneller Untersuchungen zur gleichzeitigen Überexpression deute-
ten ansatzweise darauf hin, dass die zusätzliche Expression von MDR1 in TK6-CAV1 
eine Beeinflussung der Proliferation und Apoptose bewirkte. Da die Effekte von CAV1 
und MDR1 zwar konsistent, aber in ihrer Ausprägung begrenzt waren, wurden nur 
marginale Effekte der Bestrahlung auf die Lokalisation von CAV1 und MDR1 erwartet. 
Insgesamt deuten die Co-Lokalisationsdaten eine Abnahme an, was dazu führen 
könnte, dass CAV1 besser zugänglich für eine Bindung an FAS ist und so die Apopto-
sekaskade stärker aktiviert wird. Eine weitere Ergründung der Co-Lokalisation sollte in 
größeren Zellen angestrebt werden, in denen die Kompartiment-spezifische Co-Loka-
lisation von CAV1 und MDR1 untersucht werden könnte. Umverteilungsprozesse der 
Proteine, wie beispielsweise von CAV1 nach Cholesterol-Oxidation 228, könnten so 
besser berücksichtigt werden. 
Probenaufbereitung und Datenerhebung für Co-Lokalisationsstudien kann auf sehr 
vielfältige Weise erfolgen. In CHRB30 Zellen wurde geschlussfolgert, dass auf Grund 
der fehlenden Gelbfärbung im Überlagerungsbild keine Co-Lokalisation von CAV1 und 
MDR1 stattfände 229, obwohl einige Zellbereiche orange bis hellgrün gefärbt waren 
(was auf unterschiedliche Intensitäten der Farbkanäle hindeutet) und daher der Aus-
schluss einer Co-Lokalisation nicht zutreffend ist. Es gab außerdem keine Angaben 
zur Anzahl untersuchter Zellen oder eine statistische Analyse der Kanalintensitäten. 
Bei der Präparation, einem entscheidenden Faktor für Interaktionsstudien an 
Membranstrukturen 230, wird oftmals nicht zwischen planaren lipid rafts und Caveolae 
unterschieden. Somit bleibt unklar, welchen Anteil Caveolae an der Gesamtheit der 
lipid rafts haben, und welche Membranstruktur mehrheitlich zu den Ergebnissen bei-
trägt. Beispielsweise wurde in BBCEC Zellen sowohl ein caveolärer als auch ein nicht-
caveolärer Membranpool identifiziert, die beide CAV1 und MDR1 exprimierten, wobei 
MDR1 mehrheitlich in caveolären Strukturen nachgewiesen wurde 161. Zu beachten 
bleibt, dass eine gemeinsame Lokalisation beider Proteine in einer gemeinsamen 
Membranfraktion zwar auf eine mögliche Interaktion hinweist, aber nicht zwingend eine 
physikalische Interaktion und gegenseitige Beeinflussung bedeutet. 
Die funktionelle Bedeutung der Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1 ergibt in der 
Literatur bisher ein heterogenes Bild: Während in den multidrug-resistenten Zelllinien 
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SGC7901/Adr und MCF7/Adr die Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 durch die 
durch Doxorubicin aktivierte SRC-Kinase von zentraler Bedeutung für die Aufrechter-
haltung der MDR1-Transportfunktion war 171, wiesen Erkenntnisse aus Ratten-
hirnepithelzellen auf eine reduzierte Interaktion von CAV1 und MDR1 nach Mutation 
von CAV1 an Tyr14 hin, die gleichzeitig mit einer gesteigerten Transportaktivität von 
MDR1 verbunden war 172. Tierversuche zur durch β-Carrageenan induzierten 
Schmerz- und Inflammationsantwort zeigten anhand von mikroskopischen Co-Lokali-
sationsdaten eine Zunahme der Interaktion von MDR1 mit Tyr14-phosphoryliertem 
CAV1 231. Die Überexpression von CAV1 minderte den multidrug-resistenten Phänotyp 
und reduzierte die Transporteraktivität des MDR1-Proteins in für Doxorubicin resisten-
ten Hs578T/Dox Zellen 167-169. Interessant wäre zu untersuchen, ob die in dieser Arbeit 
gezeigte zeitabhängige Abnahme der Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1 nach Be-
strahlung auch anhand von Immunpräzipitation und/oder Transportfunktionsassays 
bestätigt werden könnte. Beide Methoden würden eine direkte Interaktion nachweisen 
und wären somit der Analyse von Proteinexpression präparierter Membranfraktionen 
vorzuziehen. 
Ein anderer Ansatz zur Bewertung mikroskopischer Co-Lokalisationsdaten wäre 
eine objektbasierte Analyse 192. Nach Objektabgrenzung erfolgt die Ermittlung geo-
metrischer Objektmittelpunkt oder Intensitätsschwerpunkt der Objekte. Der Co-Lokali-
sationsgrad wird anhand des Vergleichs der Kanalintensitäten dieser Schwerpunkte 
ermittelt. Allein die Auswahl aller relevanten Objekte, gefolgt von der Bewertung der 
Co-Lokalisation anhand Abstand oder Überlappung der Intensitätsschwerpunkte un-
terschiedlicher Kanäle, sind hochanspruchsvolle, zeitaufwendige Prozesse, die eine 
professionelle Bearbeitung erfordern. 
5.4 Bedeutung der Phosphorylierung von CAV1 an Tyrosin 14 
nach Bestrahlung 
In unterschiedlichen Zelllinien war die Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 rele-
vant für die Interaktion mit diversen Signalmolekülen und auch mit MDR1. Verschie-
dene externe Stimuli können diese Phosphorylierung induzieren, wodurch diverse Zell-
funktionen moduliert werden können. Für Bestrahlung allerdings sind die Induktion und 
die Bedeutung der Phosphorylierung von CAV1 bisher weniger gut aufgeklärt. In dieser 
Arbeit wurde daher die durch Kinasen induzierte Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 
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nach Behandlung mit H2O2 und Bestrahlung, sowie die Funktion von Tyr14 hinsichtlich 
Proliferation und Apoptose nach Bestrahlung untersucht. 
Zunächst wurde für das TK6-CAV1 Zellmodell die Funktionalität der Phosphorylie-
rungsstelle Tyr14 geprüft. Während Saccharose keinen Effekt hatte, wurde H2O2 als 
potenter Stimulus für die Phosphorylierung von CAV1 bestätigt, wobei eine zeitabhän-
gige Zunahme von p-CAV1 beobachtet wurde. Eine Zelltyp-spezifische Sensitivität für 
verschiedene Stressauslöser ist wahrscheinlich, da in NIH/3T3-Fibroblasten auch die 
Behandlung mit Saccharose die Phosphorylierung von CAV1 induzierte 118. 
In der lymphoblastoiden Zelllinie TK6-CAV1 wurde die Aktivierung zentraler stress-
assoziierter Kinasen p38, SFK und JNK nach H2O2-Behandlung bestätigt, wobei die 
Phosphorylierung von CAV1 abhängig von p38, JNK und SFK war. Die Phosphorylie-
rung von CAV1 und der untersuchten Signalkinasen im Zuge der oxidativen Stressant-
wort wurde auch in anderen Zelllinien, u. a. RLMVEC, H9c2, RPTC, PAEC und 
JB6 C1 41, beschrieben 144, 232-234. Eine ähnliche Abhängigkeit der Phosphorylierung 
von CAV1 von der Aktivierung dieser Kinasen wurde in NIH/3T3, RLMVEC und WI-38 
Zellen beobachtet 118, 144, 235. In dieser Arbeit war jedoch keiner der verwendeten 
Kinaseinhibitoren in der Lage, die durch H2O2 induzierte Phosphorylierung von CAV1 
vollständig zu unterdrücken, was auch in NIH/3T3- bzw. RLMVEC-Zellen nach Vorbe-
handlung mit einem p38- bzw. SFK-Inhibitor beobachtet wurde 118, 144, und was auf 
Redundanzen der Kinase-Signalwege hindeutet. Wahrscheinlich ist auch, dass Kina-
sen, die in dieser oder den referenzierten Arbeiten nicht untersucht wurden, eine Phos-
phorylierung von CAV1 hervorrufen können. Beispielsweise war in mit H2O2 behandel-
ten RLMVEC, NIH/3T3 und Fibroblasten c-Abl für die Phosphorylierung von CAV1 er-
forderlich 144, 146, 236. Andererseits waren SFK, p38 oder JNK nicht relevant für die durch 
H2O2 induzierte Phosphorylierung von CAV1 in Fibroblasten und Endothelzellen, was 
darauf hindeutet, dass abhängig von Zelltyp und Behandlungskonditionen unter-
schiedliche Kinasen für die Phosphorylierung von CAV1 relevant sind 114, 145. Die vor-
liegende Arbeit unterstützt diese Sichtweise, da in TK6 die durch H2O2 induzierte Phos-
phorylierung von CAV1 abhängig von p38, JNK und SFK war, während SFK nicht be-
deutsam für die bestrahlungsinduzierte Phosphorylierung von CAV1 waren, obwohl 
Dittmann et al. eine Abhängigkeit der CAV1 Phosphorylierung von SRC nach 4 Gy 
Bestrahlung in A549- und FaDu-Zellen fanden 237. Studien mit HeLa-, HDMEC-, MCF7- 
und A594-Zellen ergaben auch eine Aktivierung der in TK6-CAV1 untersuchten Kina-
sen nach Bestrahlung 36, 237-241. Obwohl in dieser Arbeit nur eine geringe Zunahme der 
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JNK-Aktivität nach Bestrahlung beobachtet wurde, hatte die JNK-Inhibition einen deut-
lichen Einfluss auf die Phosphorylierung von CAV1 nach Bestrahlung, was durch 
Cross-Talk von JNK mit einer/mehreren anderen Kinase(n) erklärbar wäre. 
Obgleich externe Stimuli wie H2O2 die Phosphorylierung von CAV1 durch p38, JNK 
und SFK induzieren 118, 213, 242, 243, scheint CAV1 selbst auch in der Lage, die Aktivität 
der Kinasen zu modulieren 115, 119, 244, 245, was auf eine bidirektionale Beziehung schlie-
ßen lässt. In dieser Arbeit wurde eine vergleichbare Expression der aktivierten Kinasen 
in mit H2O2 behandelten TK6-CAV1 und TK6-CAV1Y14F beobachtet, weshalb die Phos-
phorylierung von CAV nicht relevant für die Aktivität der Kinasen im TK6 Zellmodell 
war, und eine unidirektionale Beziehung zwischen den Kinasen und CAV1 vorliegt. 
Die Bestrahlung von TK6-CAV1 mit 2 Gy und 4 Gy Röntgenstrahlung induzierte 
eine vergleichbar hohe Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 wie die Behandlung der 
Zellen mit 5 mM H2O2. Zellbestrahlung mit Röntgenstrahlung ruft ca. 40 DNA-
Doppelstrangbrüche (DSB) und 1000 Einzelstrangbrüche (ESB) pro Gy hervor 246. In 
einer Studie wurde gezeigt, dass 25 µM H2O2 etwa gleich viele ESB verursachte wie 
40 Gy. Demnach würden 2,5 µM H2O2 ausreichen, um gleich viele ESB wie 4 Gy Rönt-
genstrahlung zu verursachen, während 5 mM H2O2 bzw. 0,5 Gy etwa 10 DSB indu-
zierte 247. Wenn nur ESB für die Aktivierung der Signaltransduktion nach Bestrahlung 
verantwortlich wären, dann wären H2O2-Konzentrationen im µM-Bereich ausreichend. 
Da in dieser Arbeit jedoch bis zu 1000-fach höhere H2O2-Konzentrationen für eine 
deutliche Signalaktivierung erforderlich waren, ist wahrscheinlicher, dass DSB als Aus-
löser relevant sind. Da ESB nach H2O2-Behandlung außerdem zufällig in den zwei 
Zuckerphosphatsträngen der DNA auftreten, ist eine hohe Anzahl von ESB nötig, da-
mit zwei zufällige ESB auf den gegenüberliegenden Strängen einen DSB hervorrufen, 
sodass nur eine hohe H2O2-Konzentration in der Lage wäre, um ähnlich viele DSB 
hervorzurufen wie 1 Gy 247, denn von Röntgenstrahlung induzierte DSB sind das Re-
sultat eines Bruchs beider Stränge durch ein singuläres Event 248. 
In Brustkrebszellen fand man nach Bestrahlung eine Zunahme von CAV1, die mit 
gesteigerter DNA-Reparatur assoziiert war, wobei insbesondere die DSB-
Reparatursysteme homologe Rekombination und nicht-homologe Endverknüpfung ak-
tiviert waren 249. In ähnlicher Weise korrelierte der knockdown von CAV1 mit einer 
Zunahme der DNA-Doppelstrangbrüche in bestrahlten Pankreaskarzinomzellen 149. In 
Bronchialkarzinomzellen vermittelte SRC über CAV1 die Internalisierung von EGFR 
nach Bestrahlung, sodass EGFR im Zellkern über die Bindung von DNA-abhängigen 
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Proteinkinasen die DSB-Reparatur auslösen konnte 250. Denkbar ist, dass die Repara-
tur-relevanten Signalkaskaden über die Phosphorylierung von CAV1 moduliert wer-
den, auch wenn dies nicht Gegenstand der referenzierten Studien war. Da es sich bei 
den Studien um Krebszellen handelte, könnte der onkogene Transformationsgrad ein 
weiterer Faktor bei der Modulation der Strahlenantwort hinsichtlich DNA-Reparatur 
sein. Möglicherweise wirkt in p53-positiven Zellen, wie es TK6-CAV1 sind, CAV1 eher 
pro-apoptotisch über eine Inhibition der DNA-Reparaturwege. 
Insgesamt deuten aktuelle Daten darauf hin, dass H2O2 und ionisierende Bestrah-
lung spezifischen Signalmechanismen induzieren und modulieren, was auch auf die 
Phosphorylierung von CAV1 zuzutreffen scheint. So war die Phosphorylierung von 
CAV1 nach Bestrahlung deutlich niedriger als nach Behandlung mit H2O2, und auch 
der relative Effekt der p38- und JNK-Inhibition nach Bestrahlung war geringer. Außer-
dem wurden in HL60-Zellen 24 h nach Bestrahlung mit 4 Gy vergleichbare Level 
apoptotischer Zellen wie nach Behandlung mit 100 µM H2O2 beobachtet, während die 
Aktivierung von Caspase 3 und Caspase 8, wie auch die Spaltung von BID, bei den 
zwei Behandlungsmodalitäten unterschiedlich stark war 251. Die Unterschiede in Qua-
lität, Intensität und Dauer der Signalaktivierung können dann zu verschiedenen Zell-
antworten führen. So wurde nach Behandlung mit H2O2 oder Bestrahlung ein ähnliches 
Zellüberleben bei 75 µM H2O2 und 2 Gy bzw. 300 µM H2O2 und 4 Gy gefunden, wäh-
rend die Rate fehlerhafter Mitosen bei 600 µM H2O2 und 4 Gy ähnlich war 252. 
In einigen Studien wurden der Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 verschiedene 
biologische Funktionen zugeordnet. Neben der Steigerung der Proliferation in Rhab-
domyosarkomzellen 253, wurde die Beteiligung von CAV1 Tyr14 bei Zellmigration, 
Caveolae-Bildung und Apoptose demonstriert und war für Transportprozesse über die 
Zellmembran von Endothelzellen erforderlich 144, 216, 254, 255. Die Rolle der Tyr14 Phos-
phorylierung im Kontext ionisierender Bestrahlung wurde bisher jedoch nicht unter-
sucht. Die hier durchgeführten Studien zur funktionellen Bedeutung der bestrahlungs-
induzierten Phosphorylierung von CAV1 zeigten, dass TK6-CAV1 im Vergleich zu 
TK6wt und TK6-CAV1Y14F bis 72 h nach Bestrahlung eine stärkere Proliferationsinhi-
bition aufwiesen, was auf eine Rolle von Tyr14 bei der Modulation der Proliferations-
antwort nach Bestrahlung hindeutet. Die Repopulierung von TK6-CAV1 nach 0 Gy und 
2 Gy war signifikant niedriger als in TK6wt und TK6-CAV1Y14F, während nach Bestrah-
lung mit 4 Gy die mutierte Zelllinie TK6-CAV1Y14F die stärkste Proliferations-/Repopu-
lierungsinhibition aufwies. Für die Apoptoserate und das klonogene Überleben nach 
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Bestrahlung wurde kein Unterschied zwischen den Zelllinien gefunden. Die Diskrepanz 
der Daten von Apoptose- und Proliferationsverhalten könnte darauf zurückzuführen 
sein, dass beide Prozesse unterschiedliche, unabhängige Signalwege beanspruchen. 
So könnte die frühe Proliferation nach Bestrahlung, gemessen mittels MTT, von Tyr14 
beeinflusst sein, während Tyr14 für Apoptose, gemessen mittels Höchst-Färbung (das 
proliferierende Zellen nicht berücksichtigt), nicht relevant ist. Weiterhin ist Apoptose 
nicht der einzige von Bestrahlung induzierte Zelltodweg, der die Proliferationsrate min-
dern kann. Seneszente Zellen beispielsweise zeigen keine Apoptosekennzeichen, und 
teilen sich nicht 24. In humanen und murinen primären Fibroblasten wurde die von H2O2 
induzierte Seneszenz der Expression von CAV1 zugeschrieben, und in der WI-38-
Zelllinie reduzierte die Mutation von Tyr14 Seneszenz 235, 256. 
Die Effekte von CAV1 auf Proliferation und Zellüberleben erscheinen komplex und 
involvieren in normalen und in Tumorzellen sowohl das Überleben als auch Apoptose-
fördernden Signalwege 139, 257. Das Level der CAV1-Expression ist dabei von hoher 
Relevanz für die Zellantwort bezüglich Proliferation und Apoptose. Außerdem basiert 
die Funktion von CAV1 zu einem großen Teil auf der Ausbildung von Caveolae, die 
zusätzlich die Expression von Cavin-1 erfordern kann 258. Obwohl für lymphozytäre 
2B2318 T-Hybridomzellen die Caveolae-Bildung allein durch die Überexpression von 
CAV1 ausgelöst wurde 259, ist möglicherweise die Überexpression von CAV1 in TK6 
allein nicht ausreichend, damit es seine Rolle bei Zellvorgängen wie Apoptose, Senes-
zenz und Differenzierung vollständig entfaltet. Daneben können auch Zelltyp, onkoge-
ner Transformationsgrad, Zellkulturbedingungen und Behandlungsschema zu den be-
schriebenen ambivalenten Funktionen von CAV1 beitragen, das in unterschiedlichen 
Krebsarten hoch- oder herunterreguliert ist, abhängig ist vom jeweiligen experimentel-
len Hintergrund, als pro- als auch anti-apoptosicher Faktor angesehen wird und sowohl 
als Radioprotektor als auch Radiosensibilisierer beschrieben wurde 138. Diese Fakto-
ren könnten zu einem gewissen Grad für die unterschiedlichen Rollen von CAV1 bei 
der Strahlenantwort von TK6-Zellen im Vergleich zu anderen Zelllinien beitragen. Die 
vorliegende Arbeit verbessert das Verständnis zur Bedeutung der Phosphorylierung 
von CAV1 und der Aktivierung von Signalkinasen im Rahmen der Strahlenantwort und 
zeigt auf, dass die Tyr14-Phosphorylierung keine generelle Voraussetzung für die Mo-
dulation von Proliferation, Apoptose oder klonogenem Überleben nach Bestrahlung ist. 
Weitere Studien sind daher erforderlich, um die Rolle der Phosphorylierung von CAV1 
während der biologischen Strahlenantwort zu präzisieren. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
Bei der Strahlentherapie ist die Bestrahlungsdosis limitiert durch Nebenwirkungen 
im Normalgewebe, v. a. in Zellen des hematopoetischen und gastrointestinalen Sys-
tems. Eine Steigerung des Therapieerfolgs könnte durch Tumorsensibilisierung und/o-
der Radioprotektion von gesundem Gewebe erreicht werden. In der vorliegenden Ar-
beit wurden die Studien des Labors für zelluläre und molekulare Radioonkologie der 
Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitätsmedizin Mannheim 
zum radioprotektiven Effekt der Überexpression von CAV1 oder MDR1 im TK6-
Zellmodell, einer lymphoblastoiden Zelllinie, fortgesetzt, indem untersucht wurde, ob 
die gleichzeitige Überexpression von CAV1 und MDR1 in der in dieser Arbeit neu etab-
lierten Zelllinie TK6-CAV1-MDR1 im Vergleich zur jeweiligen einzelnen Überexpres-
sion eine Verbesserung des Zellüberlebens nach Bestrahlung bewirkt. Zusätzlich 
wurde die Lokalisation von CAV1 und MDR1 ohne und mit Bestrahlung untersucht und 
die Bedeutung der Tyr14-Phosphorylierungsstelle von CAV1 im Hinblick auf bestrah-
lungsinduziertes Zellüberleben analysiert. 
Für die vergleichenden Untersuchungen wurden TK6-CAV1 erfolgreich mit MDR1 
lentiviral transduziert und selektiert. Die Proliferation nach Bestrahlung wurde mittels 
Langzeit-Assay (10 Tage, 2 Gy bis 4 Gy) und Kurzzeit-Assay (1 Gy bis 6 Gy) unter-
sucht. Im Langzeit-Assay wiesen TK6-MDR1 im Vergleich zu TK6wt, TK6-CAV1 und 
TK6-CAV1-MDR1 das höchste Überleben auf, während TK6-CAV1 deutlich unter TK6-
MDR1 lagen (2 Gy: 16 % niedriger, 4 Gy: 27 % niedriger; p < 0,001). Weder TK6-
CAV1 noch TK6-CAV1-MDR1 wiesen eine höhere Proliferation als TK6wt bzw. TK6-
MDR1 auf. In Übereinstimmung dazu wurde im Kurzzeit-Assay in TK6-MDR1 ein leich-
ter, nicht signifikanter Proliferationsvorteil im Vergleich zu TK6wt beobachtet, während 
TK6-CAV1 niedriger lagen (24 h: p < 0,04). Die Kombinationszelllinie TK6-CAV1-
MDR1 wies nach 48 h und 72 h die niedrigste Proliferationsrate auf. Die anhand frag-
mentierter Zellkerne bestimmte Apoptoserate (3- bis 8-fach erhöht, p > 0,35) und die 
Koloniebildung waren bei den untersuchten Zelllinien vergleichbar. Die Spaltung von 
Caspase 8 in das Spaltfragment p41/43 als Mechanismus der bestrahlungsinduzierten 
Apoptose wurde mittels Western Blot untersucht und ergab die höchste Spaltungsrate 
in TK6-CAV1, gefolgt von TK6-CAV1-MDR1, TK6wt und TK6-MDR1. Interessant war, 
dass in TK6-CAV1 bereits nach 36 h mehr als 60 % der maximal erreichten Caspase 8 
Spaltung erreicht war, während es bei den anderen Zelllinien nur 50 % nach 48 h wa-
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ren. Insgesamt konnte die radioprotektive Wirkung von MDR1 im Sinne eines Prolife-
rationsvorteils bestätigt werden, die jedoch ohne Auswirkung auf die Apoptoserate und 
klonogenes Überleben blieb. Entgegen der Erwartung aus Vorarbeiten wurde eine 
schwache, doch konsistente pro-apoptotische Funktion von CAV1 beobachtet, sodass 
keine synergistische oder additive Wirkung zur Steigerung der Radioprotektion von 
CAV1 in Verbindung mit MDR1 gefunden wurde. Veränderte Konditionen (z. B. Zell-
kulturmedium) oder methodische Ursachen (z. B. schwankungsbehaftete Testmetho-
den) könnten als Ursache in Frage kommen; die Ergründung der Variabilität bezüglich 
der Strahlenwirkung auf CAV1-überexprimierende Zellen ist der erforderliche nächste 
Schritt zur Bewertung der Radioprotektion durch CAV1. 
Die in der Literatur diskutierte Co-Lokalisation von CAV1 und MDR1 könnte die 
Grundlage einer direkten Interaktion sein, die u. a. die Transporteraktivität von MDR1 
beeinflussen kann. Konfokalmikroskopische Studien bis 24 h nach Bestrahlung (2 Gy) 
zeigten eine Abnahme der Co-Lokalisationsparameter R (Pearson) um ca. 22 % 
(p < 0,05) und tM1/tM2 (Manders) um ca. 9 % (nur 1 h: ptM2 < 0,03), während anhand 
des Intensitätskorrelationskoeffizienten (Li) keine Änderung der Co-Lokalisation ermit-
telt wurde. Die Verwendung größerer Zellen, eine Kompartiment-spezifische Auswer-
tung und ein objektbasierter Auswerteansatz wären geeignete Maßnahmen zur Präzi-
sierung der Lokalisation von CAV1 und MDR1 nach Bestrahlung. 
Die Bedeutung der bestrahlungsinduzierten Phosphorylierung von CAV1 an Tyr14 
wurde mit der neu etablierten Zelllinie TK6-CAV1Y14F untersucht. Die Phosphorylierung 
nach oxidativem Stress (H2O2) bzw. Bestrahlung von CAV1 wurde durch Inhibition der 
Signalkinasen p38 und JNK um ca. 55 % (H2O2) bzw. ca. 25 % gemindert (p ≤ 0,01), 
während Kinasen der SRC-Familie nur für die durch H2O2 induzierte Phosphorylierung 
relevant waren (Abnahme: ca. 70 %, p = 0,001). Die Phosphorylierung von CAV1 stieg 
ca. 5-fach nach 2 Gy bis 4 Gy bzw. nach 1 mM bis 5 mM H2O2 (p < 0,03). Sowohl bis 
10 Tage nach Bestrahlung mit 2 Gy (p < 0,005) und bis 72 h nach Bestrahlung mit 
1 Gy bis 6 Gy (p < 0,01) war die Proliferationsrate in TK6-CAV1 niedriger als in TK6-
CAV1Y14F. Hinsichtlich Kernfragmentierungsrate und Koloniebildung ergaben sich je-
doch keine Unterschiede im Zelllinienvergleich. Wahrscheinlich sind unterschiedliche 
Zellsignalwege relevant für den H2O2- bzw. bestrahlungsinduzierten Zelltod, und mög-
licherweise werden unterschiedliche Zelltodmechanismen aktiviert, sodass eine multi-
modale Rolle von CAV1 und der Phosphorylierung an Tyr14 ausgeht. 
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